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Keberhasilan suatu budidaya udang dan ikan yaitu ketika kondisi ikan dan 
lingkungan selalu dalam keadaan optimal dan tidak terserang penyakit. Penyakit 
pada perikanan umumnya disebabkan oleh bakteri, virus, jamur dan parasit. 
Bakteri yang kerap menyerang ikan air laut khususnya invertebrata laut dan 
menyebabkan penyakit yang serius yaitu vibrio. Salah satunya bakteri V. harveyi. 
Bakteri V. harveyi adalah bakteri yang berbentuk batang, fermentatif dan memiliki 
flagel lateral pada salah satu ujung polarnya dan dapat menyebabkan penyakit 
vibriosis. Penularan penyakit vibriosis ini tergolong cepat hingga dapat 
menyebabkan kematian larva udang sampai 100% dalam waktu 1-2 hari. Bahan 
alternatif alami yang digunakan untuk mengatasi permasalahan ini adalah dengan 
menggunakan daun pare. Daun pare mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, 
saponin, dan tanin.  
Penelitian dilakukan pada bulan Februari – April 2021 di Laboratorium 
Budidaya Ikan Divisi Penyakit dan Kesehatan Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu 
Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang. Tujuan penelitian ini adalah untuk 
mengetahui adanya aktivitas antibakteri dalam ekstrak daun pare terhadap bakteri 
V. harveyi secara in vitro.  
Metode penelitian yang digunakan yaitu metode eksperimen. Metode 
eksperimen merupakan suatu rancangan penelitian yang mengindentifikasi 
hubungan kausal. Rancangan percobaan yang digunakan adalah Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) dengan menggunakan 5 perlakuan dan 3 ulangan. Dosis 
perlakuan ekstrak daun pare yaitu: A (50 ppm), B (100 ppm), C (150 ppm), D (200 
ppm), dan E (250 ppm). Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak daun pare 
memiliki daya hambat dengan adanya zona bening yang terbentuk di sekitar kertas 
cakram. Aktivitas antibakteri pada ekstrak kasar daun pare yang memiliki rerata 
zona hambat tertinggi yaitu pada perlakuan E dengan dosis 250 ppm sebesar 9,73 
± 0,70 mm. Sedangkan aktivitas antibakteri terendah pada perlakuan A dengan 
dosis 50 ppm dengan rerata zona hambat sebesar 6,99 ± 0,37 mm. Hasil analisi 
data menunjukkan bahwa pengaruh setiap dosis ekstrak daun pare terhadap daya 
hambat pertumbuhan V. harveyi berpengaruh sangat nyata dan hubungan antara 
dosis ekstrak daun pare dengan diameter zona hambat yang terbentuk adalah 
linier dimana persamaan y = 6,05 + 0,0135x dan koefisien determinasi (R²) sebesar 
0,88. Kurva ini menunjukkan bahwa dosis perlakuan yang diberikan mengalami 
peningkatan pada zona hambat. 
Kesimpulan hasil penelitian adalah ekstrak daun pare dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri dengan dosis yang efektif sebesar 250 ppm. Diameter zona 
hambat ekstrak daun pare berkisar antara 6,99 ± 0,37 mm - 9,73 ± 0,70 mm yang 
menandakan bahwa ekstrak daun pare memiliki kategori antibakteri sedang.  
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The success of shrimp and fish cultivation is when the condition of the fish 
and the environment is always in optimal condition and is not attacked by disease. 
Diseases in fisheries are generally caused by bacteria, viruses, fungi and 
parasites. Bacteria that often attack seawater fish, especially marine invertebrates 
and cause serious diseases, namely vibrio. One of them is the bacterium V. 
harveyi. V. harveyi is a rod-shaped bacterium, fermentative and has a lateral 
flagellum at one end of the polar and can cause vibriosis disease. The transmission 
of this vibriosis disease is quite fast so that it can cause larval death up to 100% 
within 1-2 days. Natural alternative materials used to overcome this problem is to 
use bitter melon leaves. Pare leaves contain flavonoid compounds, alkaloids, 
saponins, and tannins. 
The research was conducted in February – April 2021 at the Fish Cultivation 
Laboratory, Fish Disease and Health Division, Faculty of Fisheries and Marine 
Sciences, Universitas Brawijaya, Malang. The purpose of this study was to 
determine the presence of antibacterial activity in bitter melon leaf extract against 
V. harveyi bacteria in vitro. 
The research method used is the experimental method. The experimental 
method is a research design that identifies a causal relationship. The experimental 
design used was a completely randomized design (CRD) using 5 treatments and 
3 replication designs. The treatment doses of bitter melon leaf extract are: A (50 
ppm), B (100 ppm), C (150 ppm), D (200 ppm), and E (250 ppm). The results 
showed that bitter melon leaf extract had an inhibitory power in the presence of a 
clear zone formed around the paper disc. Antibacterial activity in the crude extract 
of bitter melon leaves which had the highest mean zone of inhibition was treatment 
E with a dose of 250 ppm of 9.73 ± 0.70 mm. While the lowest antibacterial activity 
was in treatment A with a dose of 50 ppm with an average inhibition zone of 6.99 
± 0.37 mm. The results of data analysis showed that the effect of each dose of 
bitter melon leaf extract on the growth inhibitory power of V. harveyi was very 
significant and the relationship between the dose of bitter melon leaf extract and 
the diameter of the inhibition zone formed was a linear equation where the equation 
y = 0.0119x + 6.4262 and the coefficient determination (R²) of 0.81. This curve 
shows that the dose of treatment given has increased in the zone of inhibition. 
The conclusion of the research is that bitter melon leaf extract can inhibit 
bacterial growth with an effective dose of 250 ppm. The diameter of the inhibition 
zone of bitter melon leaf extract has a range between 6.99 ± 0.37 mm - 9.73 ± 0.70 
mm which indicates that bitter melon leaf extract has a medium antibacterial 
category. 
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1.1 Latar Belakang 
Keberhasilan suatu budidaya udang dan ikan yaitu ketika kondisi ikan dan 
lingkungan selalu dalam keadaan optimal dan tidak terserang penyakit. Penyakit 
udang dan ikan biasanya disebabkan oleh virus dan bakteri. Bakteri yang kerap 
menyerang ikan air laut khususnya invertebrata laut dan menyebabkan penyakit 
yang serius yaitu vibrio. Menurut Farida, Diantari, Harpeni, Wardiyanto, Hasani, 
Yulianto, dan Susanti. (2020), bahwa penyakit yang sering menyerang udang baik 
di pembenihan maupun pembesaran adalah vibriosis. Penyakit vibriosis dapat 
menyebabkan kerugian akibat kematian yang ditimbulkannya. Dilanjutkan oleh 
Sarjito, Apriliani, Afriani, dan Haditomo (2016), agensia penyebab vibriosis pada 
udang atau invertebrata adalah Vibrio alginolyticus, V. damsela, V. charchariae, V. 
anguilarum, V. ordalli, V. cholerae, V. salmonicida, V. vulnificus, V. 
parahaemolyticus, V. pelagia, V. splendida, V. fischeri dan V.harveyi.  
Bakteri Vibrio harveyi merupakan bakteri gram negatif yang memiliki sifat 
oportunistik. Bakteri oportunistik merupakan organisme yang hidup dalam 
keadaan lingkungan pemeliharaan yang normal, namun dapat berpotensi menjadi 
patogen ketika kondisi lingkungan dan inangnya memburuk (Widanarni, 
Wahjuningrum, dan Puspita, 2012). Bakteri V. harveyi merupakan bakteri dengan 
morfologi batang berukuran (1,0-1,6 x 0,5-0,7 µm), memiliki flagel lateral pada 
ujung polarnya dan merupakan bakteri fermentatif (Ramesh, Natarajan, Sridhar, 
dan Umamaheswari, 2014). Bakteri V. harveyi memiliki ciri-ciri koloni berwarna 
kuning sampai hijau pada media selektif TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Salt), 
berdiameter 15-17 mm dan berwarna kuning tua pada pusat koloni.  
Penyakit umum pada budidaya udang windu (Penaeus monodon) adalah 
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virus dan infeksi bakteri, terutama bakteri V. harveyi. Serangan bakteri V. harveyi 
sering terjadi pada stadia nauplius, stadia zoea, stadia mysis dan kadang-kadang 
post larva ataupun saat pemeliharaan di tambak sampai sekitar umur 1-1,5 bulan 
(Saptiani, Prayitno, dan Anggoro, 2012). Penyakit vibriosis dikenal pembudidaya 
udang sebagai penyakit yang menyerang bagian kulit udang. Penularannya 
termasuk cepat yang dapat mengakibatkan nilai mortalitas pada suatu tambak 
meningkat. Penyakit ini dapat mengakibatkan kematian larva udang hingga 100% 
dalam waktu 1-2 hari. Udang yang terinfeksi penyakit ini akan sangat sulit untuk 
ditangani sehingga seluruh udang budidaya terpaksa dimusnahkan atau dibuang. 
Penularannya biasanya langsung melalui lingkungan atau kontak langsung antar 
ikan yang terjangkit dan penularannya sangat cepat pada budidaya dengan 
kepadatan tinggi (Feliatra, Zainuri, dan Dessy, 2014).  
Pengobatan penyakit yang disebabkan bakteri V. harveyi biasanya 
menggunakan antibiotik dan bahan kimia. Antibiotik dapat mengobati penyakit 
yang disebabkan infeksi bakteri, namun penggunaan antibiotik dosisnya tidak 
sesuai dapat meningkatkan resistensi bakteri terhadap antibiotik. Menurut 
penelitian Santi, Nur, dan Kurnia (2017), antibiotik yang digunakan untuk 
menghambat bakteri V. harveyi adalah kloramfenikol dengan dosis 30 ppm. 
Dijelaskan oleh Kurniawan dan Aryana (2015), antibiotik yang diaplikasikan secara 
berlebihan menyebabkan bakteri mengembangkan cara baru dalam melawan 
senyawa antibakteri, akibatnya bakteri menjadi lebih kuat bertahan sehingga 
semakin berbahaya dan terus bertambah banyak. Dengan permasalahan tersebut 
maka perlu didapatkan pengobatan herbal sebagai alternatif yang efisien dan tidak 
membahayakan biota akuakultur dan manusia yang mengonsumsinya. 
Pengobatan menggunakan tanaman sebagai pengobatan dan kesehatan 
sudah terbukti secara empiris. Beberapa ekstrak daun telah terbukti memiliki zat 
antibakteri yang berpengaruh pada bakteri V. harveyi. Ekstrak daun jeruju 
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(Acanthus ilicifolius) contohnya mengacu pada penelitian Saptiani, Prayitno, dan 
Anggoro (2013), daun jeruju banyak mengandung komponen senyawa fenolik, 
seperti alkaloid dan flavonoid. Ekstrak dan fraksi daunjeruju mempunyai potensi 
antibakteri terhadap V. harveyi. Menurut Putri, Sarjito, dan Prayitno (2015), ekstrak 
daun bakau (Rhizophora apiculata) juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
V. harveyi. Daun bakau mengandung senyawa aktif yaitu alkaloid, tanin, steroid, 
saponin, fenol, flavonoid, dan terpenoid. Senyawa-senyawa tersebut diketahui 
sebagai senyawa antibakteri. Santi, Nur, dan Kurnia (2017) juga menjelaskan 
bahwa,penelitian ekstrak daun jambu bij (Psidium guajava L) terhadap daya 
hambat bakteri V. harveyi juga menunjukkan hasil yang positif, yaitu daun jambu 
biji yang mengandung tanin, flavonoid, dan saponin dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri V. harveyi. 
Salah satu bahan alternatif alami lain yang dapat digunakan yaitu tanaman 
pare (Momordica charantia L.), tanaman pare bagian daunnya telah banyak 
digunakan sebagai obat ISPA (Infeksi Saluran Pernapasan Akut) dan diabetes. 
Gejala umum ISPA adalah batuk berlendir. Selayaknya infeksi penyakit lainnya 
ISPA juga disebabkan oleh mikroorganisme terutama bakteri. Menurut penelitian 
Undap, Simandjuntak, da Wurarah (2017), ekstrak daun pare dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa ekstrak daun pare mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus 
yang diketahui dari adanya daerah jernih disekeliling daerah yang diberikan 
ekstrak. Daerah jernih di sekeliling ekstrak tersebut adalah daerah yang 
menunjukkan terhambatnya pertumbuhan bakteri dan disebut dengan zona 
hambat. Pakadang dan Salim (2020) juga menambahkan bahwa, ekstrak daun 
pare dapat menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus epidermidis, 
Klebsiella pneumonia, S. aureus dan S. pneumoniae yang menyebabkan ISPA 
berdasarkan potensi nilai daya hambatnya. Efektivitas ekstrak daun pare tidak 
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berpengaruh nyata terhadap semua perlakuan. Efektivitas ekstrak daun pare 
konsentrasi 15.000 ppm tidak berbeda nyata dengan amoksisilin 50 ppm. 
Ekstrak daun pare diketahui mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan 
tanin yang memiliki sifat antioksidan, antimikroba, antidiabetes, antitumor, dan 
antilepra (Mutiara dan Wildan, 2014). Oleh karena kandungan yang terdapat pada 
daun pare diketahui dapat mengobati berbagai penyakit maka diperlukan 
penelitian mengenai penanggulangan terhadap penyakit vibriosis yang 
disebabkan oleh bakteri V. harveyi dengan pemberian ekstrak daun pare yang 
diduga memiliki zat antibakteri sehingga dapat menghambat atau mencegah 
pertumbuhan bakteri V. harveyi. 
1.2 Perumusan Masalah 
Pengobatan penyakit infeksi vibrio (vibriosis) biasanya menggunakan 
antibiotik kimia sintetik yang dapat berbahaya bagi ikan dan manusia yang 
mengonsumsinya, karena antibiotik kimia sintetik yang tidak sesuai dosis dapat 
menyebabkan bakteri bersifat resisten terhadap obat tersebut. Karena itu 
diperlukan senyawa dari bahan alami yang bersifat antibakteri yang dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen terutama V. harveyi. Salah satu bahan 
alami yang memiliki senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri yaitu 
daun pare. Daun pare memilki senyawa alkaloid, flavonoid dan saponin yang 
diketahui dapat menghambat pertumbuhan bakteri V. harveyi, Bagaimana 
pengaruh pemberian antibakteri ekstrak daun pare (M. charantia terhadap  
pertumbuhan V. harveyi. 
1.3 Tujuan 
Tujuan dari penelitian ini yaitu mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak 




  Hipotesis yang mendasari penelitian ini yaitu: 
H0 :Diduga tidak terdapat aktivitas antibakteri ekstrak daun pare (M. charantia) 
terhadap bakteri V. harveyi secara in vitro. 
H1 :Diduga terdapat aktivitas antibakteri ekstrak daun pare (M. charantia) 
terhadap bakteri V. harveyi secara in vitro. 
1.5 Manfaat 
Kegunaan dari penelitian ini yaitu mengetahui manfaat dari aktivitas 
antibakteri ekstrak daun pare terhadap V. harveyi  secara in vitro. Sehingga dapat 
dikembangkan sebagai alternative penanggulangan dan pengobatan penyakit 




BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Daun Pare 
2.1.1 Klasifikasi 
Klasifikasi tanaman pare menurut Harahap, Sebayang, dan Yusuf (2015), 
adalah sebagai berikut:  
Kingdom  : Plantae 
Divisi   : Spermatophyta 
Sub divisi  : Angiospermae 
Kelas   : Dicotyledoneae 
Ordo   : Cucurbitales 
Famili   : Curcubitaceae 
Genus  : Momordica 
Spesies  : Momordial charantia L. 
2.1.2 Morfologi 
Tanaman pare merambat dengan sulur berbentuk spiral bercabang. 
Batang memiliki rusuk 5 dengan panjang 2-5 m. Batang muda berbulu dan 
menghilang seiring bertambahnya usia.  Daun tunggal, memiliki tangkai dengan 
panjang 1,5-5,3 cm, susunan tulang daunnya menjari, daun berbentuk bulat 
dengan lebar 4 cm, panjang 3,5-8,5 cm, serta berwarna hijau tua dibagian 
permukaan atas dan permukaan bawahnya berwarna hijau muda atau 
kekuningan. Tulang daun bergigi kasar dan memiliki lekuk menyirip. Bunga 
tunggal, bertangkai panjang, berwarna kuning menyala disertai duri tempel, halus, 
dan berambut. Buah panjang bulat dengan jumlah rusuk 8-10 yang berbintil-bintil 
tidak beraturan, panjangnya 8-30 cm, rasanya pahit dengan daging buah yang 
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tebal. Warna buah hijau, bila masak menjadi oranye dengan tiga katup yang 
pecah. Biji tanaman pare cukup banyak, berwarna cokelat kekuningan, bentuknya 
pipih memanjang, dan keras karena memiliki kulit yang tebal  (Herbie, 2015). 
Menurut Cahyanta (2006), Morfologi dari daun Pare menunjukkan daun berwarna 
Hijau, tunggal, bertangkai, berbentuk menjari membulat dengan pangkal 
berbentuk jantung. Permukaan daun pare agak kasar, berambut dengan ukuran 
rata-rata panjang 12 cm, lebar 10 cm. Bentuk tepi daun berombak dengan susunan 
tulang daun bertulang menyirip dengan jumlah helai daun tunggal. Gambar 








2.1.3 Habitat dan Penyebaran 
Tanaman pare (Momordica charantia) adalah tanaman yang hidup di 
daerah tropis, dapat tumbuh baik di dataran rendah, tumbuh liar pada lahan 
kosong, serta dapat dibudidayakan di pekarangan dengan dirambatkan di pagar, 
untuk diambil buahnya. Tanaman pare mudah tumbuh subur di tempat yang teduh 
dan terlindung dari sinar matahari, karena tanaman ini tidak memerlukan banyak 
sinar matahari (Herbie, 2015). 
Pare adalah tumbuhan merambat yang berasal dari wilayah Asia Tropis, 
terutama daerah India bagian barat, yaitu Assam dan Burma. Tanaman ini 
kemudian menyebar ke kawasan Asia Tenggara hingga Australia. Tanaman pare 
Gambar 1. Tanaman Pare 




dapat tumbuh optimal apabila hidup merambat pada tanah dengan kadar air 
sekitar 70%. Tanaman pare cocok hidup di dataran rendah. Syarat tumbuh baik 
tanaman pare antara lain tanahnya gembur, banyak mengandung humus, pH 
tanah antara 5-6. Di Indonesia, tanaman pare dapat tumbuh dengan baik di tanah 
yang tidak terlalu lembab dan tidak terkena sinar matahari langsung, sehingga 
pare dapat ditanam di pekarangan dengan dirambatkan di pagar. Karakteristik 
umum pare berbentuk spiral, memiliki banyak cabang, dan berbau tidak enak 
(Savitri, 2016). 
2.1.4 Kandungan Bahan Aktif 
Kandungan zat aktif dalam daun pare yaitu alkaloid, flavonoid, saponin, 
dan tanin. Menurut Wildan dan Mutiara (2014), senyawa-senyawa yang 
terkandung dapat digunakan sebagai senyawa metabolit sekunder yang dapat 
digunakan sebagai alternatif obat luka, antioksidan, antimikroba, antidiabetes, 
antitumor, dan antilepra. Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan 
cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga 
menyebabkan lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan mengalami 
kematian sel tersebut. Senyawa saponin dapat bekerja sebagai antimikroba, yaitu 
dengan mengganggu permeabilitas membran sehingga dapat menyebabkan 
terjadinya hemolisis sel dan apabila saponin berinteraksi dengan sel bakteri dapat 
menyebabkan bakteri tersebut menjadi pecah atau lisis. Mekanisme antibakteri 
Tanin dengan mengganggu permeablitias sel itu sendiri, akibat dari 
terganggungnya permabilitas, sel tersebut mengalami peghambatan dalam 
aktivitas hidupnya dan mengalami kematian sel. Flavonoid sebagai antioksidan 
dan antibakteri bekerja dengan cara membentuk senyawa kompleks terhadap 
protein ekstraseluler yang mengganggu integritas membran bakteri dan merusak 
dinding sel bakteri. 
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Analisis kandungan ekstrak etanol daun pare yang dilakukan oleh Azizah 
dan Wati (2018), dihasilkan bahwa ekstrak etanol daun pare setelah dilakukan uji 
fitokimia menggunakan spektrofotometer UV-Vis mendapatkan hasil jumlah 
flavonoid dalam daun pare sebesar 2,87% dalam 1 ekstrak tersebut. Selain itu 
masih terdapat flavonoid, dan saponin yang menunjukkan adanya reaksi ketika 
dilakukan uji fitokimia. Adanya reaksi tersebut menandakan adanya kandungan-
kandungan yang diujikan. Senyawa-senyawa yang terkandung dalam daun pare 
tersebut diketahui dapat digunakan sebagai antibakteri. Kandungan senyawa aktif 
dalam daun pare antara lain flavonoid, tanin, saponin, dan fenol.  
2.2 Ekstraksi 
Ekstraksi adalah pemisahan senyawa kimia dari sumber tanaman sebagai 
proses untuk mendapatkan isolasi senyawa bioaktif yang berada pada tumbuhan, 
baik pada biji, biji, akar ataupun batang (Kiswandono, 2011). Hasil dari ekstraksi 
biasa disebut dengan ekstrak. Terdapat beberapa metode ekstraksi, salah satunya 
yang banyak digunakan yaitu metode maserasi. Menurut Sari dan Triyasmono 
(2017), Maserasi merupakan metode ekstraksi sederhana yang dilakukan dengan 
cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari yang sesuai selama periode 
waktu tertentu pada temperatur kamar dan terlindung dari cahaya. Proses 
ekstraksi ini tidak dilakukan dengan pemanasan karena dikhawatirkan ada 
golongan senyawa flavonoid yang tidak tahan panas, selain itu senyawa flavonoid 
mudah teroksidasi pada suhu yang tinggi. Perendaman maserasi menyebabkan 
terjadinya pemecahan membran sel dan dinding sel yang disebabkan adanya 
perbedaan tekanan antara luar dan dalam sel, sehingga metabolit sekunder yang 
terdapat pada sitoplasma larut dalam pelarut. Pelarut akan mengalir menuju 
bagian dalam sel yang mengakibatkan protoplasma membengkak dan bahan-
bahan kandungan sel akan larut sesuai dengan kelarutannya. 
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Senyawa aktif pada tanaman dapat didapatkan menggunakan metode 
ekstraksi. Menurut Chairunnisa, Wartini, dan Suhendra (2019), untuk 
mendapatkan senyawa dalam suatu tanaman dilakukan ekstraksi menggunakan 
pelarut turunan alkohol dan heksana. Faktor-faktor yang mempengaruhi ekstraksi 
antara lain waktu, suhu, jenis pelarut, perbandingan bahan dan pelarut, serta 
ukuran partikel. Jenis pelarut yang digunakan harus sesuai dengan polaritas 
senyawa aktif yang terkandung sehingga mudah larut karena senyawa polar akan 
lebih mudah larut pada pelarut polar, jika dalam senyawa aktif yang akan diambil 
bersifat non polar maka perlu dilarutkan menggunakan pelarut non polar. 
Metode ekstraksi yang dilakukan untuk mendapatkan senyawa aktif yang 
terkandung dalam daun pare menurut Mangirang Maarisit, Mongi, Lengkey, dan 
Tulandi (2019), yaitu menggunakan metode maserasi. Sampel daun pare segar 
sebanyak 1,5 kg dibersihkan dengan air mengalir dan dikering anginkan kemudian 
sampel yang sudah kering digunting dan diblender sampai menjadi serbuk. Serbuk 
kering daun pare 300 gr dimaserasi dengan etanol 70% selama 3 x 24 jam 
kemudian difiltrasi dengan menggunakan kertas saring. Filtrat yang didapatkan 
ditampung pada gelas erlenmeyer. Residu/filtrat dimaserasi kembali dengan 
pelarut yang sama, cara ini dilakukan 2-3 kali hingga bening. Selanjutnya filtrat 
yang diperoleh dari hasil maserasi dicampur menjadi satu dan dievaporasi dengan 
suhu 40⁰C hingga diperoleh ekstrak kental 77 gram, setelah didapatkan ekstrak 
dilakukan uji fitokimia. Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan 
senyawa metabolit dalam suatu tanaman secara kualitatif. Uji fitokimia pada 
ekstrak daun pare yang direndam menggunakan alkohol 70% selama 3 hari 
menunjukkan adanya reaksi pada senyawa flavonoid, tanin, saponin, dan fenol. 
Senyawa-senyawa tersebut memiliki sifat antibakteri yang umumnya dapat 
menghambat pertumbuhan baik bakteri gram positif maupun gram negatif.  
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2.3 Bakteri V. harveyi 
2.3.1 Klasifikasi 
Klasifikasi bakteri V. harveyi menurut Zhang, He, dan Austin (2020), adalah 
sebagai berikut:  
Kingdom : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Class  : Gammaproteobacteria 
Order  : Vibrionales 
Family  : Vibrionaceae 
Genus  : Vibrio 
Species  : Vibrio harveyi 
2.3.2 Morfologi 
Bakteri V. harveyi merupakan bakteri perairan bersalinitas yang bersifat 
gram negatif, berbentuk batang, motil dengan flagella polar, memiliki karakter 
bioluminescens, memiliki metabolisme fermentatif dan respiratori, halofilik dan 
bersifat fakultatif anaerob. V. harveyi bersifat patogen primer dan oportunistik pada 
hewan laut seperti koral Gorgonia, tiram, udang, lobster, ikan snook, barramundi, 
turbot, bandeng dan kuda laut (Kusumaningrum, Thessiana, dan Financia, 2017). 
Ditambahkan oleh pernyataan dari Utami, Sarjito, dan Desrina (2016), bahwa 
bakteri V. harveyi merupakan bakteri dengan morfologi batang berukuran (1,0-1,6 
x 0,5-0,7 µm), memiliki flagel lateral pada ujung polarnya dan merupakan bakteri 
fermentatif. Bakteri V. harveyi memiliki ciri-ciri koloni berwarna kuning sampai hijau 
pada media selektif TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Salt), berdiameter 15-17 mm 
dan berwarna kuning tua pada pusat koloni. Menurut Safrida, Devira, dan Yulvizar 
(2012), bahwa bakteri gram negatif adalah bakteri yang ketika dilakukan metode 
pewarnaan gram akan menghasilkan warna preparat merah muda yang 
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menunjukkan bahwa bakteri tersebut tidak mampu mengikat warna kristal violet 
dan hanya terwarnai oleh safranin, sedangkan Bakteri gram positif ditandai dengan 
warna ungu yang menunjukkan bahwa bakteri tersebut mampu mengikat warna 







2.3.3 Habitat dan Penyebaran 
Umumnya, V. harveyi hidup di perairan bersalinitas, biasanya pada 
perairan dengan temperatur air tinggi seperti perairan dangkal. Bakteri V. harveyi 
bisa ditemukan pada beberapa zona akuatik, sebagian besar lingkungan estuari, 
dan berasosiasi dengan hewan laut lainnya serta pada beberapa zona laut lainnya. 
Bakteri V. harveyi merupakan bakteri halofit, dimana optimalnya dapat tumbuh 
dengan kondisi alkali dalam salinitas cukup tinggi seperti 20 hingga 30 ppt dan 
dapat tumbuh pada kisaran pH 7,5-8,5. Penyakit infeksi Vibrio dikenal sejak 
berkembangnya usaha hatchery udang windu di beberapa negara tropis seperti 
Indonesia, Thailand, Philipina, Equador dan Taiwan. Vibrio di Indonesia dilaporkan 
telah menyerang daerah yang terdapat banyak hatchery misalnya di daerah Jawa 
Timur (Situbondo, Besuki, dan Banyuwangi), Jawa Barat (Serang, Pandeglag, 
Pelabuhan Ratu, dan Indramayu), Jawa Tengah (Jepara), Sulawesi Selatan 
(Bone), Bali, dan Lampung. (Prajitno, 2007). 
Sumber : Zhou, Fang, Yang, Hu, dan Li, 2012. 
Gambar 2. Morfologi Bakteri V. harveyi 
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Vibrio adalah bakteri patogen oportunistik yang merupakan bakteri ketika 
dalam keadaan normal berada pada lingkungan pemeliharaan, kemudian dari sifat 
saprofitik berkembang menjadi patogenik ketika kondisi lingkungannya memburuk. 
Bakteri vibrio ini juga mampu hidup sebagai carrier pada bagian tubuh inang baik 
di luar tubuh dengan jalan menempel, maupun pada organ tubuh bagian dalam 
seperti usus, hati dan sebagainya (Yanuhar, 2011). 
2.3.4 Infeksi Dan Tanda Penyerangan Bakteri V. harveyi 
Pathogenitas dari beberapa bakteri tergantung kepada keadaan 
lingkungannya, kualitas air merupakan faktor yang sangat berpengaruh dalam 
usaha pembenihan maupun pembesaran. Perubahan kualitas air seperti suhu, pH, 
amonia, alkalinitas dan oksigen terlarut mengakibatkan ikan mengalami stres 
sehingga menurunkan kemampuan ikan dalam mempertahankan diri dari 
serangan penyakit (Yoswaty, Zainuri, dan Feliatra, 2014). Menurut Lestari, 
Julyantoro, dan Suryaningtyas (2018), bahwa konsentrasi bakteri V. harveyi 10⁷ 
CFU/mL dapat menyebabkan kematian sebesar 100% dalam uji terhadap tingkat 
mortalitas udang. kepadatan bakteri V. harveyi 10⁷ CFU/mL mengakibatkan udang 
pasca larva sudah tidak bisa beradaptasi dengan baik dan dapat menyebabkan 
kematian secara massal selama pemeliharaan. 
Faktor penyebab virulensi, seperti toksin, lytic enzyme, flagel diantaranya 
haemolysisn, lipase, chitinase, metallo protease, cysteine protease, serine 
protease. Flagel merupakan alat gerak pada bakteri, selain sebagai alat gerak 
flagel juga dapat digunakan sebagai alat untuk menempel bakteri ke inang. Bakteri 
menghasilkan lytic enzyme seperti enzim chitinase berfungsi membantu bakteri 
untuk masuk ke dalam inang yang mengandung kitin. Ciri-ciri gejala klinis udang 
vaname yang terinfeksi bakteri V. harveyi mengakibatkan adanya perubahan 
morfologi seperti perubahan warna pada telson, uropod dan kaki renang udang 
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menjadi kemerahan, uropod mengalami nekrosis dan melanisasi pada beberapa 
segmen tubuh udang. Udang yang terinfeksi bakteri V. harveyi juga mengalami 
perubahan tingkah laku berupa udang berenang miring, respon udang terhadap 
pakan menurun, berenang mendekati gelembung udara, udang terlihat pasif. 
Gejala klinis tersebut menunjukkan bahwa bakteri V. harveyi menginfeksi udang 
vaname. Kepadatan bakteri Vibrio sp. lebih dari 1,4 × 10⁴ CFU/mL adalah kondisi 
yang merugikan untuk udang karena dapat menyebabkan udang sakit dan bahkan 
menyebabkan kematian massal pada udang yang dibudidayakan (Utami, Sarjito, 
dan Desrina, 2016). 
2.4 Pertumbuhan Bakteri 
Perbanyakan bakteri dilakukan dengan pembelahan sel secara aseksual. 
Bakteri yang ditumbuhkan pada suatu media yang sesuai dengan keadaan yang 
optimal bagi pertumbuhannya, akan mengakibatkan terjadinya kenaikan jumlah 
yang tinggi hanya dalam waktu yang singkat. Pada berbagai spesies, populasi 
(panen sel terbanyak yang dapat diperoleh) didapatkan hasil dalam waktu 24 jam, 
populasinya dapat terbentuk hingga 10-15 milyar sel bakteri per mililiter (Pelczar, 
2008). Pernyataan tersebut didukung oleh Sudjadi dan Laila (2006), bakteri akan 
tumbuh cepat apabila berada pada lingkungan yang sesuai untuk 
pertumbuhannya. Bakteri mendapatkan makanan dengan cara transport aktif 
ataupun difusi. Pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu 
ketersediaan makanan, pH, kosentrasi ionik, suhu, dan oksigen (jenis bakteri 
aerob). Bakteri dapat membelah diri menjadi 2 setiap 20 menit sehingga dalam 7 
jam terdapat 2.097.152 anakan. 
Menurut Harti (2015), Penumbuhan bakteri terbagi 4 fase yaitu :  
1. Fase lag = fase permulaan  
Kecepatan pertumbuhan nol atau > O (tkfak maksimum) disebut juga fase 
15 
 
adaptasi. Tidak ada penambahan populasi, tetapi pertambahan substansi 
intraseluler sehingga ukuran sel bertambah.  
2. Fase logaritma (log) = fase eksponensial  
Kecepatan perttmbuhan mencapai maksimum. Massa dan jumlah sel 
bertambah secara eksponensial dengan waktu generasi sebagai konstanta, 
sehingga pertumbuhan akan seimbang, yaitu sel membelah dengan kecepatan 
konstan serta aktivitas metabolisme konstan. biakan dalam keadaan homogen 
dengan pertumbuhan sel pada dan interval sama.  
3. Fase maksimum = fase statis  
Kecepatan pertumbuhan mulai menurun, terjadi akumulasi metabolit. Jumlah 
sel hdup tetap, namun terjadi pengurangan nutrien maka jumlah total sel mati 
dan hidup tetap serta akumulasi metabolit  
4. Fase kematian = fase penurunan  
Laju kematian secara eksponensial dan terjadi penurunan populasi sel-sel 
hidup hingga mencapai 0. 
Kurva fase pertumbuhan bakteri disajikan pada Gambar 3. 
 
 
Gambar 3. Kurva Fase Pertumbuhan Bakteri 
Sumber : Nugroho, Budjiastuti,  dan Faizah, 2013. 
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2.5  Uji Sensitivitas dan Resistensi Bakteri Secara In Vitro 
Uji in vitro merupakan suatu metode uji pada media buatan yang sesuai 
dengan lingkungan optimal yang diperlukan oleh mikroba untuk tumbuh dan 
berkembang biak. Metode yang dapat digunakan pada pengujian in vitro yaitu 
metode difusi atau metode cakram kertas dan metode dilusi. Parameter yang 
dilihat pada metode cakram kertas yaitu zona hambat dengan cara mengukur 
diameter zona yang jernih (Ikrom. Wira, Asih, Perkasa, Wasito, dan Tiara 2014). 
Pengujian kerentanan antibakteri secara in vitro yang umum digunakan pada 
laboratorium adalah metode difusi cakram. Metode ini hemat biaya dan 
fleksibilitas. Tes difusi cakram membutuhkan waktu sekitar 24 jam atau 1 hari dan 
akurasinya terbatas (Ataee,  Mehrabi-Tavana, Moridi, dan Zadegan, 2012). 
Uji antibakteri ini menggunakan metode difusi kertas cakram. Metode ini 
dikerjakan dengan meletakkan kertas cakram yang sudah direndam larutan uji 
sesuai perlakuan di atas media padat yang sudah diinokulasikan dengan bakteri. 
Perendaman kertas cakram pada larutan uji dilakukan hingga seluruh bagian 
kertas cakram basah. Pengamatannya dilakukan setelah media yang berisi bakteri 
dan kertas cakram diinkubasi, diamati dan diukur zona bening disekitar kertas 
cakram. Metode ini dipilih karena sederhana dan mudah dalam menentukan 
aktivitas antibakteri dari sampel yang di uji. Ukuran kertas cakram yang digunakan 
berdiameter 6 mm (Mulyadi, Wuryanti, dan Purbowatiningrum 2013). Ditambahkan 
oleh pernyataan Kumiawan dan Aryana (2015), mengenai faktor-faktor teknis yang 
mempengaruhi ukuran daya hambat pada metode difusi cakram, antara lain: 
kepekatan inokulum, waktu pemasangan cakram, suhu inkubasi, waktu inkubasi, 
ukuran lempeng, ketebalan media agar, dan pengaturan jarak cakram antimikroba, 
potensi cakram antimikroba, komposisi media.  
Cara mengetahui tingkat respon daya hambat biasanya dengan cara 
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mengukur diameter zona bening yang muncul di sekitar kertas cakram sesuia 
dengan pernyataan Aminah, Prayitno dan Sarjito (2014), aktivitas daya hambat 
bakteri dinyatakan berdasarkan zona bening yang dihasilkan di sekitar kertas 
cakram. Klasifkasi respon hambatan dapat dilihat pada Tabel 1. Klarifikasi Respon 
Hambatan. Aktivitas dapat dikelompokkan menjadi 4 kategori yaitu: 
Tabel 1. Klasifikasi Respon Hambatan (Aminah, Prayitno, dan Sarjito, 2014). 
Diameter Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan 
(<5 mm) Aktivitas Lemah 
(5-10 mm) Sedang 
(>10-20 mm) Kuat 
(>20-30 mm) Sangat Kuat 
Prayoga (2013) menjelaskan bahwa, pada metode dilusi ini dilakukan 
dengan cara zat antibakteri dicampurkan dan mengiokulasikan media padar 
dengan bakteri uji. Hasil yang diamati berupa tumbuh atau tidaknya bakteri di 
dalam media padat yang diinokulasikan bakteri tersebut. Aktivitas zat antibakteri 
ditentukan dengan cara mengamati konsentrasi hambat minimum (KHM) yang 
merupakan konsentrasi paling minimal dari zat antibakteri uji yang masih dapat 




BAB III. METODE PENELITIAN 
3.1  Tempat, Waktu/Jadwal Pelaksanaan 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Budidaya Ikan Divisi Parasit 
dan Penyakit Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, 
Malang pada bulan Maret- April 2021. 
3.2  Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat Penelitian 
 Alat-alat yang digunakan pada penelitian tentang aktivitas antibakteri 
ekstrak daun pare terhadap bakteri V. harveyi secara in vitro disajikan pada Tabel 
2. Gambar alat penelitian yang digunakan pada penelitian ini disajikan pada 
Lampiran 1. 
Tabel 2. Alat Penelitian 
No. Alat Kegunaan 
1 Autoclave Untuk sterilisasi alat dan bahan 
2 Beaker glass 1000 
ml 
Untuk tabung yang disterilisasi 
3 Blender  Untuk menghaluskan daun pare menjadi serbuk 
4 Bluetip  Untuk alat bantu mikropipet 100-1000 μl 
5 Bola hisap Untuk alat bantu pipet volume menghisap larutan 
6 Botol film Untuk wadah larutan ekstrak 
7 Bunsen  Untuk mencegah kontaminasi pada saat 
perlakuan dan penanaman 
8 Cawan petri  Untuk wadah media penanaman bakteri dan uji 
cakram 
9 Corong Untuk penyaringan agar larutan mudah masuk ke 
erlenmeyer 
10 Destruktor  Untuk membersihkan alat-alat yang bersentuhan 
dengan bakteri 
11 Erlenmeyer 500 ml Untuk wadah pembuatan media 
12 Evaporator  Untuk mngevaporasi daun pare menjadi ekstrak 
13 Gelas ukur 100 ml Untuk mengukur larutan 
14 Hot plate Untuk memanaskan media 
15 Inkubator  Untuk inkubasi bakteri 
16 Jangka sorong digital  Untuk mengukur besarnya zona hambat 
17 Jarum ose Untuk mengambil bakteri 
18 Korek api Untuk menyalakan bunsen 
19 Lemari es Untuk menyimpan bahan pada suhu dingin 
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No. Alat Kegunaan 
20 LAF (Laminary Air 
Flow) 
Untuk tempat dilakukannya perlakuan dan 
penanaman 
21 Mikropipet 100-1000  
Μl 
Untuk mengambil bahan berbentuk cairan 
22 Mikropipet 10-100 Μl Untuk mengambil bahan berbentuk cairan 
23 Mikroskop Untuk pengamatan bakteri saat pewarnaan gram 
24 Nampan Untuk tempat menyimpan alat dan bahan 
25 Object glass Untuk tempat bakteri saat pewarnaan 
26 Pinset  Untuk mengambil kertas cakram 
27 Pipet  Untuk mengambil larutan kristal violet, safranin, 
dan iodine 
28 Pipet volume  Untuk mengambil larutan dalam volume besar 
29 Rak tabung reaksi  Untuk wadah meletakan tabung reaksi 
30 Sendok bahan  Untuk mengambil bahan 
31 Spatula  Untuk mnegaduk larutan 
32 Sprayer  Untuk wadah penyimpanan alkohol 
33 Tabung reaksi Untuk wadah peremajaan bakteri 
34 Timbangan analitik Untuk menimbang bahan dengan ketelitian 10-3 
35 Timbangan digital  Untuk menimbang bahan dengan ketelitian 10-2 
36 Triangle  Untuk meratakan bakteri saat penanaman bakteri 
37 Vortex mixer Untuk menghomogenkan larutan 
38 Washing bottle  Untuk tempat akuades saat pewarnaan gram 
39 Yellowtip  Untuk alat bantu mikropipet 10-100 μl 
3.2.2 Bahan Penelitian 
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian tentang aktivitas antibakteri 
ekstrak daun pare terhadap bakteri V. harveyi secara in vitro disajikan pada Tabel 
3. Gambar bahan-bahan penelitian yang digunakan pada penelitian ini disajikan 
pada Lampiran 2. 
Tabel 3. Bahan Penelitian 
No Bahan Kegunaan 
1 Akuades  Sebagai bahan pelarut 
2 Alkohol 70 % Sebagai bahan untuk keadaan steril  
3 Alumunium foil Sebagai penutup atau pelapis permukaan alat  
4 Bakteri V. harveyi Sebagai bakteri yang digunakan untuk 
perlakuan 
5 Tumbuhan daun pare Sebagai bahan dasar yang digunakan menjadi 
ekstrak 
6 DMSO 10 % Sebagai pelarut ekstrak  
7 Ekstrak daun pare Sebagai bahan untuk dilakukan pengujian 
8 Iodine Sebagai pewarna orange saat pewarnaan gram 
9 Kapas Sebagai bahan alami atau penutup ketika 
sterilisasi 
10 Kertas cakram Sebagai bahan untuk mengetahui zona hambat 
11 Kertas label Sebagi penanda 
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No Bahan Kegunaan 
12 Kertas saring 
whattman  
Sebagai penyaring larutan maserasi daun pare 
(M. charantia) 
13 Masker Sebagai pencegahan kontaminasi 
14 Kristal violet Sebagai bahan pewarna biru/ungu saat 
pewarnaan gram 
15 Etanol 96 % Sebagai larutan untuk maserasi daun pare (M. 
charantia) 
16 NaCl Sebagai bahan yang memberikan kondisi 
salinitas tinggi 
17 Plastik warp Sebagai pembungkus alat-alat 
18 Safranin Sebagai pewarna merah saat pewarnaan gram 
19 Sarung tangan/lateks Sebagai pencegahan kontaminasi 
20 Spirtus Sebagai bahan bakar bunsen 
21 TCBS (Thiosulphate 
Citrate Bile Salt Agar) 
Sebagai media selektif tanam bakteri 
22 Tisu Sebagai pembersih alat-alat yang digunakan 
23 TSB (Tryptic Soy 
Broth) 
Sebagai media pembiakkan 
 
3.3   Metode Penelitian 
Metode penelitian yang digunakan adalah metode eksperimental. Metode 
eksperimental yaitu menguji dan mengamati secara langsung aktivitas antibakteri 
ekstrak daun pare terhadap adanya zona hambat yang ditimbulkan terhadap 
bakteri V. harveyi. Menurut Jaedun (2011), Metode eksperimen merupakan 
metode yang dilakukan terhadap variabel yang data-datanya belum ada sehingga 
perlu dilakukan proses manipulasi melalui pemberian perlakuan tertentu terhadap 
subjek penelitian yang kemuidan diamati/diukur untuk mendapatkan data 
penelitian. Menurut Yusuf (2017), metode eksperimen merupakan suatu metode 
yang dapat menunjukkan pengaruh secara langsurg satu variabel yang diteliti, dan 
dapat menunjukkan dan mempelihatkan hubungan sebab akibat antara variabel 
bebas dan variabel tergantung atau menguji suatu hipotesis yang telah 
dirumuskan sebelumnya. Dalam suatu penelitian eksperimen peneliti dengan 
sengaja mengontrol dan memanipulasi kondisi yang menentukan kejadian dimana 
peneliti itu tertarik. Oleh karena itu, dalam penelitian eksperimen peneliti dapat 
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meramalkan variabel Y dari variabel X, dengan mengontrol variabel lain yang 
mungkin akan memengaruhi perubahan. 
Penelitian dimulai dengan melakukan uji pendahuluan atau penelitian 
pendahuluan. Uji pendahuluan dilakukan dengan melakukan percobaan uji daya 
hambat dengan beberapa dosis perlakuan. Dosis yang digunakan masing-masing 
yaitu 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm, 60 ppm, 70 ppm, 80 ppm, 90 
ppm, dan 100 ppm. Media yang digunakan adalah media TCBS (Thiosulphate 
Citrate Bile Salt). Cawan petri yang telah terisi media TCBS ditanam bakteri 
sebanyak 100 µl dan diratakan menggunakan triangle. Kertas cakram steril 
direndam pada ekstrak daun pare sesuai dosis yang telah ditetapkan selama 15 
menit kemudian ditiriskan lalu diletakkan pada permukaan media agar. Media agar 
tersebut diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 320C. Selanjutnya diamati hasil 
dan diukur zona bening disekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong. 
Didapatkan hasil bahwa dosis 50 ppm sudah menunjukkan aktivitas antibakteri 
dengan terlihat jelasnya zona hambat yang terbentuk, oleh karena itu dosis 50 ppm 
dijadikan sebagai dosis pertama pada penelitian utama. 
3.4   Pengambilan Data 
Teknik pengambilan data pada penelitian ini adalah metode observasi. 
Menurut Susanto dan Sukadi (2011), observasi merupakan pengamatan secara 
langsung yang berguna untuk memperoleh informasi yang diperiukan, hal ini 
dilakukan dengan cara pengamatan dan pencatatan dengan peninjauan langsung 
ke lapang. Observasi adalah salah satu metode pengumpulan data yang efektif 
dalam rnempelajari suatu sistem. Observasi merupakan pengamatan langsung 
pada suatu kegiatan yang sedang dilakukan. Dalam melakukan kegiatan observasi 
tidak hanya melakukan pengamatan pada objek studi saja tetapi juga mencatat 
hal-hal yang terdapat pada objek tersebut. 
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3.5   Rancangan Penelitian 
Rancangan penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah dengan 
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Menurut Muhammad, Mukidi, 
dan Rusgiyono (2014), RAL adalah rancangan percobaan yang paling sederhana 
diantara rancangan percobaan lainnya. Dalam rancangan ini perlakuan digunakan 
sepenuhnya secara acak terhadap satuan-satuan percobaan atau variabel dan 
sebaliknya. Pola ini umumnya dikenal sebagai pengacakan tanpa pembatasan 
atau pengacakan lengkap. Penerapan rancangan percobaan satu faktor dalam 
RAL umumnya digunakan saat kondisi satuan-satuan percobaan relatif bersifat 
homogen. Dengan keterbatasan tersebut (harus bersifat homogen), rancangan 
percobaan ini digunakan untuk jumlah satuan dan jumlah perlakuan percobaan 
yang relatif sedikit.  
Adapun model Rancangan Acak Lengkap secara umum menurut 
Adinugraha dan Wijayaningrum (2017), sebagai berikut:  
Yij = µi + τi + εij .………………………………………………….(1) 
Keterangan: 
i   = 1, 2, …, a  dan j = 1, 2,…, b 
Yij  = Pengamatan pada perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
μ  = Rataan umum 
  τi  = Pengaruh perlakuan ke-i 
εij  = Pengaruh acak pada perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa ekstrak daun pare  
dengan perbedaan dosis yang diberikan dan adanya aktivitas antibakteri berupa 
zona hambat bakteri V. harveyi sebagai variabel terikatnya. Tujuan penelitiaan ini 
yaitu untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak daun pare terhadap bakteri V. 
harveyi secara in vitro yang diamati melalui zona hambat atau zona bening yang 
terbentuk di sekitar kertas cakram. Pengukuran zona hambat atau zona bening 
dilakukan menggunakan jangka sorong dengan satuan milimeter (mm). Adapun 
penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dengan 3 kali ulangan dan 2 variabel 
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kontrol terdiri dari kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol positif dengan 
menggunakan antibiotik sedangkan untuk kontrol negatif tanpa perlakuan. Tabel 
perlakuan dan ulangan disajikan dalam Tabel 4. sebagai berikut: 
Tabel 4. Perlakuan dalam Penelitian 
Perlakuan  Ulangan  
1 2 3 
A A1 A2 A3 
B B1 B2 B3 
C C1 C2 C3 
D D1 D2 D3 
E E1 E2 E3 
K (-) K (-)1 K (-)2 K (-)3 
K(+) K(+)1 K(+)2 K(+)3 
 
Keterangan : 
K+ (Kontrol positif) : Antibiotik Kloramfenikol dengan dosis 30 ppm 
K- (Kontrol negatif) : Tanpa diberi perlakuan 
A   : Ekstrak daun pare dengan dosis 50 ppm 
B   : Ekstrak daun pare dengan dosis 100 ppm 
C   : Ekstrak daun pare dengan dosis 150 ppm 
D   : Ekstrak daun pare dengan dosis 200 ppm 
E   : Ekstrak daun pare dengan dosis 250 ppm 
Keterangan : 
K :  Kontrol positif (+) dan kontrol negatif (-) 
A-E : Perlakuan 
1-3 : Ulangan 
K-1 K+2 C2 E3 E1 A2 D3 
K+1 A3 K-2 D2 A1 B1 C1 
K-3 B2 B3 K+3 C3 E2 D1 
Gambar 4. Denah Penelitian 
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3.6 Prosedur Penelitian 
3.6.1 Persiapan Penelitian 
A. Sterilisasi Alat dan Bahan 
 Alat dan bahan yang digunakan disterilisasi terlebih dahulu dengan 
menggunakan autoklaf. Menurut Ma’at (2009), sterilisasi merupakan proses 
pemusnahan seluruh jenis mikroorganisme, baik yang berbentuk spora maupun 
yang berbentuk vegetatif. Mikroorganisme tersebut dapat berupa bakteri, ricketsia 
maupun jamur, serta virus. Hasil sterilisasi berupa produk steril yang telah bebas 
dari seluruh jenis mikroorganisme hidup. Istilah "hidup" di sini perlu diperhatikan 
karena ada hasil steril yang masih mengandung mikroorganisme tetapi sudah 
mati, misalnya hasil sterilisasi dengan penyinaran, gas ataupun dengan memakai 
pemanasan. Khusus untuk hasil steril dari sterilisasi dengan penyaringan dengan 
konsep memisahkan secara fisika dan tertinggal didalam filter, maka sama sekali 
tidak terdapat mikroorganisme kontaminan. Alat dan bahan laboratorium yang 
akan disterilisasi dikemas terlebih dahulu yang bertujuan agar peralatan tidak 
terjadi kerusakan dan menjaga bahan yang ada didalam terhindar dari kontaminan 
serta getaran, gesekan dan benturan. Sterilisasi di laboratorium biasanya 
menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC tekanan 1 atm selama 15 menit 
dengan prosedur, seluruh alat yang akan digunakan dicuci bersih dan dikeringkan, 
lalu beberapa alat dibungkus dengan kertas, kemudian semuanya dimasukkan 
dalam autoklaf pada suhu 121oC tekanan 1 atm selama 15 menit.  
B. Persiapan Sampel 
1. Tanaman Pare 
Tanaman pare diperoleh dari pekarangan rumah warga desa yang tumbuh 
liar di desa Klatak, Kecamatan Kalipuro, Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur. 
Bagian tanaman pare yang digunakan dalam penelitian ini yaitu daunnya. Hasil uji 
fitokimia daun kelor dapat disajikan pada Lampiran 5.  
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2. Bakteri V. harveyi 
 Bakteri V. harveyi didapatkan dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air 
Payau (BBPBAP) Jepara dengan kepadatan 108 CFU/ml. Isolat bakteri yang 
didapatkan ditanam pada media agar miring TCBS dalam tabung reaksi. Isolat ini 
digunakan untuk kultur bakteri pada media agar dan media cair. Hasil uji biokimia 
di lampirkan pada Lampiran 4. 
C. Ekstraksi Daun Pare 
 Ekstraksi daun pare menurut Azizah dan Wati (2018), serbuk simplisia 
dibuat dari daun pare segar yang dikering anginkan lalu dihaluskan menggunakan 
blender. Penghalusan dilakukan dengan cara diblender yang nantinya diperoleh 
serbuk daun pare dan ditimbang, lalu didapatkan simplisia dalam bentuk serbuk. 
Simplisia ditimbang sesuai takaran kemudian dimasukan ke dalam toples 
maserasi berukuran 3 L yang gelap, lalu ditambahkan pelarut etanol 70 % dengan 
perbandingan berat (g) dan banyaknya pelarut (L) 1 : 10. Perendaman selama 6 
jam pertama dilakukan pengadukan, kemudian didiamkan selama 18 jam, lalu 
disaring dengan menggunakan kertas saring halus dan di dapatkan maserat I. 
Proses penyarian diulangi dengan jenis dan jumlah pelarut yang sama sehingga 
didapatkan maserat II dan III. Semua maserat dikumpulkan, kemudian dievaporasi 
dengan penguapan vakum (rotary evaporator) sehingga diperoleh ekstrak kental. 
Proses pembuatan ektrak daun pare disajikan pada Lampiran 6, kemudian 
dihitung rendemen yang diperoleh dengan rumus: 




D. Pembuatan Media 
1. Media Cair 
Media cair yang digunakan untuk kultur bakteri V. harveyi menggunakan 
TSB pembuatan media cair menurut Huyyirnah dan Fitriyani (2020), diawali 
26 
 
dengan menimbang media cair TSB sebanyak 30 gram, lalu dilarutkan dengan 
1000 ml akuades dalam erlenmeyer dan ditambahkan 2% NaCl, setelah itu 
erlenmeyer ditutup dengan kapas, aluminium foil dan plastik wrap. Dihomogenkan 
menggunakan vortex mixer. Disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 
121oC, tekanan 1 atm selama 30 menit. Proses pembuatan media disajikan pada 
Lampiran 6. 
2. Media Agar 
- Media Agar Peremajaan  
Media agar yang digunakan untuk peremajaan bakteri V. harveyi 
menggunakan media agar spesifik berupa TCBS pembuatan media agar menurut 
Yuniastutik (2019), aquades disterilkan sebanyak 1000 mL menggunakan autoklaf 
dengan suhu 121°C selama 15 menit 1 atm, kemudian media TCBS ditimbang 
sebanyak 88 g untuk dilarutkan dalam 1000 mL akuades dan ditambahkan NaCl 
2% dari volume media yang dibutuhkan. 
- Media Agar Uji Cakram 
Media agar yang digunakan untuk menumbuhkan bakteri V. harveyi 
menggunakan media agar spesifik berupa TCBS pembuatan media agar menurut 
Sartika, Melki, dan Purwiyanto (2013), media peremajaan bakteri diawali dengan 
menimbang media TCBS sebanyak 8,9 gram dan 2% NaCl. Aquades terlebih 
dahulu disterilkan dalam autoclave dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 
15 menit, kemudian media TCBS dimasukkan ke dalam aquades steril dan 
dipanaskan diatas hotplate hingga larut. Media didiamkan hingga suhu hangat (± 
50°C) dan siap untuk digunakan.  
E. Peremajaan Bakteri 
Media agar yang digunakan untuk peremajaan bakteri V. harveyi 
menggunakan media agar spesifik berupa TCBS pembuatan media agar menurut 
Manguntungi, Kusuma, Yulianti, Asmawati, dan Yunianti (2016), peremajaan 
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bakteri V. harveyi dilakukan pada media padat TCBS dengan keadaan steril, 
caranya yaitu menginokulasikan kembali isolat dengan jarum ose yang telah di 
panaskan agar steril diatas bunsen. Peremajaan isolat Vibrio sp, dilakukan setiap 
3 hari sekali dan disimpan dalam inkubator dengan suhu 28 °C. Proses 
peremajaan bakteri V. harveyi disajikan pada Lampiran 6. 
F. Kultur Bakteri V. harveyi 
Kultur bakteri V. harveyi menggunakan media cair berupa TSB menurut 
Saptiani, Prayitno, dan Anggoro (2013), Isolat bakteri dari media agar dikultur pada 
media TSB di dalam LAF (Laminar Air Flow) dalam keadaan steril, kultur dilakukan 
menggunakan ose yang dipanaskan pada bunsen, lalu menginokulasi isolat 
bakteri dalam media agar, kemudian diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 33°C. 
Proses kultur bakteri V. harveyi disajikan pada Lampiran 6. 
3.6.2 Pelaksanaan Penelitian 
A. Identifikasi Bakteri V. harveyi 
 Identifikasi bakteri dilakukan dengan metode pewarnaan gram. Proses 
pewarnaan gram diawali dengan cara meratakan isolat bakteri yang sudah 
disegarkan diratakan pada object glass yang sudah difiksasi ± 20 cm di atas api 
bunsen serta dibersihkan. Kemudian preparat ditetesi dengan pewarna primer 
kristal violet dan didiamkan selama ± 1 menit, lalu dibilas dengan akuades dalam 
preparat dimiringkan, setelah preparat kering kemudian ditetesi larutan lugol dan 
didiamkan selama 1 menit lalu dibilas dengan akuades dan dikeringkan. Preparat 
kemudian ditetesi dengan etanol 95% dan didiamkan selama ± 30 detik, lalu 
kembali dibilas akuades dan dikeringkan. Setelah itu, preparat ditetesi dengan 
pewarna sekunder safranin dan didiamkan selama ± 30 detik, kemudian kembali 
dibilas dan dikeringkan, lalu preparat diamati dibawah mikroskop dengan 
pembesaran 1000 kali (Sitanggang, Duniaji dan Pratiwi, 2019).  
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B. Uji Daya Hambat 
 Metode uji daya hambat menggunakan metode dari Dewi, Akhmadi, dan 
Gusman (2018), dengan sedikit modifikasi, yaitu media TCBS yang sudah siap 
dituang ke dalam cawan petri dan ditunggu memadat. Bakteri hasil kultur diambil 
sebanyak 1 ose, sebelum diambil jarum ose harus disterilkan dengan bunsen, 
kemudian diletakkan di tabung reaksi yang berisi Na-fis sebanyak 10 ml lalu 
divortex. Selanjutnya bakteri hasil pengenceran diambil dengan mikropipet 100 μl, 
lalu dituang ke dalam cawan petri yang berisi media TCBS yang telah padat, dan 
diratakan menggunakan triangle. Masing-masing cawan petri diberikan tanda atau 
label sesuai perlakuan. Ekstrak beserta kontrol yang telah diencerkan diletakkan 
ke masing-masing cawan petri, lalu kertas cakram direndam ke dalam masing-
masing setiap larutan selama 15 menit. Kertas cakram diletakkan ke dalam TCBS 
yang berisi inokulasi bakteri yang sesuai dengan label yang diberikan, 3 kertas 
cakram berfungsi sebagai ulangan. Cawan petri diinkubasi selama 24 – 48 jam 
dengan suhu 32˚C. Adanya aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan adanya daya 
hambat (zona bening) disekitar cawan petri. dilakukan pengukuran dengan 
menggunakan jangka sorong untuk mengetahui besaran zona hambat yang 
dihasilkan. Hasil uji daya hambat disajikan pada Lampiran 7. 
3.7  Parameter Uji 
 Parameter uji dalam penelitian ini terdiri dari dua parameter yaitu 
parameter utama dan parameter penunjang. Parameter utama pada penelitian ini 
adalah parameter uji yang berupa ukuran zona hambat yang dihasilkan setelah uji 
difusi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak daun pare dalam satuan 
milimeter (mm). Parameter penunjang adalah parameter uji yang berupa suhu 




3.8  Analisis Data 
Bedasarkan hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak daun pare terhadap V. 
harveyi maka dilakukan analisa data secara statistik menggunakan analisa 
keragaman atau uji F (ANOVA), hal ini sesuai dengan rancangan yang digunakan 
yaitu Rancangan Acak Lengkap (RAL). Hal ini dilakukan supaya mengetahui 
pengaruh perlakuan (variabel bebas) terhadap adanya aktivitas antibakteri berupa 
munculnya zona hambat yang diukur atau uji F. Apabila nilai uji F berbeda nyata 
maka dapat dilanjutkan dengan uji BNT (Beda Nyata Terkecil) yang fungsinya 
untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan yang paling berpengaruh. Uji 
polynominal orthogonal berfungsi untuk mengetahui bentuk hubungan antar 
perlakuan dengan zona hambat yang diukur (parameter uji) dan memberikan 




BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Identifikasi Bakteri 
Identifikasi bakteri pada penelitian ini menggunakan metode pewarnaan 
gram. Metode pewarnaan gram merupakan salah satu teknik pewarnaan yang 
bertujuan menentukan apakah bakteri tersebut termasuk dalam kelompok bakteri 
gram positif atau bakteri gram negatif, serta dapat mengetahui bentuk dari bakteri 
V. harveyi. Hasil yang didapatkan dari identifikasi bakteri menggunakan metode 
pewarnaan gram terlihat bentuk morfologi bakteri V. harveyi yaitu batang dan 
merupakan bakteri gram negatif. Teknik pewarnaan gram dilakukan dengan 
menggunakan pewarna kristal-violet, iodine/lugol dan safranin. Pengamatan 
dilakukan menggunakan mikroskop Olympus type CX21 dengan perbesaran 
1000x. Hasil pewarnaan gram pengamatan pewarnaan gram bakteri V. harveyi 








Hasil identifikasi bakteri menggunakan metode pewarnaan gram 
didapatkan bahwa bakteri V. harveyi berbentuk batang, memanjang sedikit 
Gambar 5. Hasil Pengamatan Pewarnaan Gram Bakteri V. harveyi Dengan 
Mikroskop Perbesaran 1000x. 
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melengkung dan menunjukkan hasil warna merah. Hasil warna merah 
membuktikan bahwa bakteri V. harveyi merupakan bakteri gram negatif. Hasil 
warna merah disebabkan karena bakteri gram negatif memiliki struktur dinding sel 
yang terbuat dari lipid. Hal ini sesuai dengan pernyataan Khaerunnisa, Kurniati, 
Dewi dan Asep (2019), bahwa dinding sel bakteri gram negatif mempunyai 
kandungan lipid yang tebal, sedangkan gram positif terdiri dari lapisan 
peptidoglikan yang tebal. Bakteri ketika ditetesi pewarna kristal violet 
menyebabkan dinding sel bakteri akan menyerap zat pewarna tersebut, namun 
ketika dibilas dengan alkohol, pewarna  kristal violet pada gram negatif akan luntur 
yang disebabkan oleh sebagian besar lipid yang menyusun struktur dinding 
selnya, sehingga ketika ditetesi safranin (zat warna sekunder) dinding sel bakteri 
gram negatif menyerap kembali sehingga hasil pewarnaannya berwarna merah. 
Bakteri V. harveyi yang terlihat berwarna merah yang terlihat pada 
mikroskop sehingga dapat dibuktikan sebagai bakteri gram negatif. Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Fajriani, Anto, dan Pujiyanto (2018), bahwa 
hasil dari pewarnaan gram bakteri V. harveyi menunjukkan warna merah dan 
diukur panjang sel sebesar 3,319 µm yang diamati menggunakan mikroskop. Hal 
ini menunjukkan bahwa bakteri tersebut merupakan bakteri gram negatif yang 
umumnya terdeteksi pada air, sedimen, plankton, dan produk perikanan. 
Hasil uji biokimia bakteri V. harveyi yang dilakukan di Laboratorium Uji 
Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau Jepara diketahui bahwa bakteri ini 
memiliki beberapa sifat metabolisme mikroorganisme dengan menunjukkan hasil 
positif indol, positif oksidase, positif ornitin dan negatif VP. Karakteristik yang dapat 
terlihat dari bakteri V. harveyi adalah ketika ditumbuhkan pada media TCBS 
berwarna kuning dan memiliki bentuk koloni bulat. Hasil uji biokimia disajikan pada 
Lampiran 4. Hal ini sesuai dengan uji biokimia yang dilakukan oleh Rahmanto, 
Sarjito, dan Diana (2014), bakteri V. harveyi mempunyai karakteristik morfologi 
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koloni berwarna hijau hingga kuning berbentuk bundar, berpendar dalam kondisi 
gelap dengan tepian licin serta dan elevasi cembung. Beberapa strain dari bakteri 
V. harveyi dapat mereduksi lisin dan ornitin, namun tidak terhadap arginin, 
menghasilkan asam dari sukrosa dan glukosa, memiliki kemampuan berpendar 
(bioluminescence), dapat mereduksi nitrat dengan Voges-Proskauer (VP)  negatif. 
Pernyataan tersebut didukung oleh hasil uji biokimia yang dilakukan oleh 
Ashofa, Sarjito, dan Prayitno (2014), yang menunjukkan hasil kemiripan bakteri V. 
harveyi 95%. Hasil uji biokimia menunjukkan isolat bakteri V. harveyi berbentuk 
bulat dan bewarna kuning, positif terhadap indol, katalase dan oksidase, serta 
negatif terhadap VP. Uji biokimia bakteri merupakan suatu cara yang dilakukan 
untuk mengidentifikasi suatu biakan bakteri hasil isolasi melalui sifat-sifat 
fisiologinya. 
4.2 Uji Daya Hambat 
Uji daya hambat pada penelitian ini menggunakan uji cakram yang 
berfungsi untuk mengetahui besarnya zona hambat (zona bening) yang 
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri yang terkandung dalam ekstrak daun 
pare. Zona bening yang terlihat pada sekitaran kertas cakram dapat dilihat secara 
kasat mata dan diukur diameternya. Berikut merupakan hasil uji daya hambat yang 










































Uji daya hambat pada penelitian kali ini menggunakan 5 perlakuan dengan 
dosis yang berbeda, masing-masing dosis kertas cakram yang direndam pada 
ekstrak daun pare yaitu 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm dan 250 ppm, 
sedangkan kontrol positif menggunakan kertas cakram yang direndam antibiotik 
kloramfenikol dengan dosis 30 ppm dan kontrol negatif hanya menggunakan 
kertas cakram steril tanpa perendaman. Hasil inkubasi pada semua perlakuan 
ditunjukkan pada Lampiran 7. Hasil yang didapatkan setelah inkubasi 24 jam yaitu 
kertas cakram pada perlakuan perendaman ekstrak membentuk zona hambat 
kecuali pada kontrol negatif. Zona hambat dapat terlihat dari adanya zona bening 
yang mengelilingi kertas cakram. Sedangkan zona media yang terlihat keruh 
menunjukkan adanya bakteri V. harveyi yang tumbuh pada media TCBS. Setiap 
perlakuan yang diberikan pada tiap cawan petri dengan dosis ekstrak yang 
berbeda menghasilkan ukuran zona hambat yang berbeda-beda. Zona bening 
































Gambar 6. Hasil Uji Daya Hambat 
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bahwa ekstrak daun pare memiliki sifat antibakteri. Sesuai dengan pernyataan 
Mawan, Indriwati, dan Suhadi (2018), bahwa zona bening terbentuk karena 
ekstrak yg terdapat pada paper disk berdifusi ke agar media tumbuh dan 
mencegah pertumbuhan bakteri yang ada di daerah itu. Diduga campuran 
senyawa flavonoid, alkaloid, tannin, dan saponin yang bertanggung jawab 
menghambat pertumbuhan bakteri. 
Semua cawan petri dengan perlakuan dosis ekstrak yang berbeda 
menunjukkan adanya zona hambat, maka selanjutnya dilakukan pengukuran zona 
hambat dengan data hasil rerata pengukuran diameter zona bening disajikan pada 
Tabel 5. 





STDEV (mm) 1 2 3 
K- 6 6 6 18 6,00 ± 0 
A (50 ppm) 6,92 6,66 7,39 20,965 6,99 ± 0,37 
B (100 ppm) 7,98 7,65 6,47 22,095 7,37 ± 0,79 
C (150 ppm) 8,39 7,83 7,38 23,59 7,86 ± 0,51 
D (200 ppm) 8,60 8,20 8,73 25,53 8,51 ± 0,28 
E (250 ppm) 10,42 9,75 9,02 29,18 9,73 ± 0,70 
 139,36  
Berdasarkan hasil pengukuran rerata zona hambat didapatkan hasil pada 
perlakuan kontrol negatif memiliki rerata diameter zona hambat sebesar 6,00 ± 0 
atau kontrol negatif tidak terlihat zona hambat. Perlakuan A (50 ppm) ukuran rata-
rata zona hambat pada dosis tersebut sebesar 6,99 ± 0,37 mm. Perlakuan B (100 
ppm) didapatkan ukuran rata-rata zona hambat pada dosis tersebut sebesar 7,37 
± 0,79 mm. Perlakuan C (150 ppm) didapatkan ukuran rata-rata zona hambat pada 
dosis tersebut sebesar 7,86 ± 0,51 mm. Pelakuan D (200 ppm) didapatkan ukuran 
rata-rata zona hambat pada dosis tersebut sebesar 8,51 ± 0,28 mm. Pelakuan E 
(250 ppm) didapatkan ukuran rata-rata zona hambat didapatkan ukuran zona 
hambat terbesar yakni 9,73 ± 0,70 mm. Kontrol positif menggunakan antibiotik 
berupa kloramfenikol dengan dosis 30 ppm mendapat rata-rata 10,35 mm. Hasil 
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rerata pada perlakuan dosis ekstrak daun pare menunjukkan besaran zona 
hambat yang meningkat dari dosis terkecil hingga dosis terbesar. Hasil rerata pada 
perlakuan E (250 ppm) memiliki rerata zona hambat yang paling besar yaitu 9,73 
± 0,70 mm. Rerata zona bening terendah ditunjukkan oleh perlakuan A (50 ppm) 
yaitu 6,99 ± 0,37 mm. Hasil rerata zona hambat disajikan pada Lampiran 8. Hal ini 
cukup dapat dibandingkan dengan penelitian yang dilakukan oleh Undap, 
Simandjuntak, dan Wurarah (2017), bahwa ekstrak etanol daun pare mampu 
menghambat bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini ditunjukkan dengan adanya 
zona bening pada media tumbuh dengan hasil diameter yang meningkat dari dosis 
konsentrasi terkecil hingga terbesar dan pada konsentrasi 0% menunjukkan tidak 
adanya zona hambat. 
Kategori respon zona hambat, maka dapat diketahui bahwa hasil daya 
hambat ekstrak daun pare terhadap bakteri V. harveyi. Perlakuan A (50 ppm), B 
(100 ppm), C (150 ppm), D (200 ppm) dan E (250 ppm) mendapatkan hasil rata-
rata diameter zona bening 5-10 mm. Berdasarkan hasil tersebut maka semua 
perlakuan dosis ekstrak daun pare memiliki respon antibakteri yang sedang. 
Sesuai dengan pernyataan Aminah, Prayitno, dan Sarjito (2014), bahwa kategori 
zona hambat terbagi dalam kategori sangat kuat (zona jernih > 20mm), kuat (zona 
jernih 10-20 mm), sedang (zona jernih 5-10 mm) dan lemah (zona jernih <5 mm).  
Langkah selanjutnya yaitu dilakukan analisis sidik ragam. Uji analisa sidik 
ragam dilakukan supaya mengetahui ada atau tidaknya pengaruh dari setiap 
perlakuan. Tabel sidik ragam disajikan pada Tabel 6.  
Tabel 6. Hasil Sidik Ragam Zona Hambat 
Sumber Keragaman db JK KT F.Hit F 5% 
Perlakuan 5 24,86 4,97 18,8* 3,11 
Acak 12 3,17 0,26     
Total 17         
Keterangan : *) berbeda nyata 
Hasil perhitungan sidik ragam menunjukkan bahwa perlakuan yang 
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diberikan dengan berbagai dosis ekstrak daun pare dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri V. harveyi  memberikan pengaruh berbeda nyata. Hal ini 
dapat dilihat bahwa pada perhitungan sidik ragam F hitung (18,8) lebih dari F tabel 
5% (3,33). Perhitungan analisis sidik ragam disajikan pada Lampiran 8. Maka 
dapat disimpulkan bahwa H0 ditolak sedangkan H1 diterima yang berarti setiap 
perlakuan memberikan pengaruh sangat nyata dalam munculnya aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri V. harveyi. Perbedaan pengaruh hasil pada setiap 
perlakuan dapat dilihat pada uji  Beda Nyata Terkecil (BNT). Perbedaan hasil zona 
hambat di setiap perlakuan bakteri V. harveyi didukung dengan perhitungan Uji 
Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan taraf p>5% (kepercayaan 95%). Uji BNT 
bertujuan untuk mengetahui perbedaan pengaruh antar perlakuan. Uji beda nyata 
terkecil (BNT) disajikan pada Tabel 7. 
Tabel 7. Hasil Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 
Perlakuan Rerata 
K- A B C D E 
Notasi 
6 6,99 7,37 7,86 8,51 9,73 
K- 6 -      a 
A (50 ppm) 6,99 0,99* -        b 
B (100 ppm) 7,37 1,37* 0,38ns  -     b 
C (150 ppm) 7,86 1,86* 0,88ns 0,50ns -    b 
D (200 ppm) 8,51 2,51* 1,52* 1,15* 0,65ns -  bc 
E (250 ppm) 9,73 3,73* 2,74* 2,36* 1,86* 1,22* - c 
 
Keterangan: 
(*) : Berbeda nyata 
(ns) : Tidak berbeda nyata 
Hasil uji BNT didapatkan hasil bahwa perlakuan A (50 ppm), memberikan 
pengaruh berbeda nyata terhadap perlakuan kontrol negatif sehingga diberikan 
notasi b. Perlakuan B (100 ppm) memberikan pengaruh tidak berbeda nyata pada 
perlakuan A (50 ppm) dan berbeda nyata terhadap perlakuan kontrol negatif 
sehingga diberikan notasi b. Perlakuan C (150 ppm) memberikan pengaruh tidak 
berbeda nyata terhadap perlakuan B (100 ppm) dan A (50 ppm), namun berbeda 
nyata terhadap perlakuan kontrol negatif sehingga diberikan notasi b. Perlakuan D 
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(200 ppm) memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap perlakuan kontrol 
negatif, A (50 ppm), dan B (100 ppm) namun tidak berbeda nyata terhadap 
perlakuan C (150 ppm) sehingga diberikan nilai bc. Perlakuan E (250 ppm) 
memberikan pengaruh berbeda nyata terhadap semua perlakuan sehingga 
diberika notasi c. Berdasarkan hasil analisis uji BNT didapatkan kesimpulan bahwa 
perlakuan E (250 ppm) merupakan dosis terbaik dan efektif dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri V. harveyi. Perhitungan analisis uji BNT disajikan pada 
Lampiran 8. Selanjutnya dilakukan Uji polynomial orthogonal yang digunakan 
untuk mengetahui perbedaan pengaruh antar perlakuan dengan diameter zona 
hambat. Grafik uji polynomial orthogonal disajikan pada Gambar 7.  
Berdasarkan grafik tersebut terlihat bahwa penambahan dosis pada 
Perlakuan ekstrak daun pare terhadap zona bening menunjukkan pola linier 
dengan persamaan y= 6,05 + 0,0135x dan koefisien R2 = 0,88. Koefiesien R2 
menunjukkan aktivitas antibakteri ekstrak daun pare terhadap bakteri V. harveyi 
sebesar 88%. Perlakuan kontrol negatif hingga perlakuan E 250 ppm yang diuji 
membentuk grafik linier meningkat. Peningkatan grafik disebabkan oleh diameter 
zona bening yang ukurannya bertambah sejajar dengan jumlah dosis perlakuan 




























Gambar 7. Grafik Regresi Polynomial Orthogonal Zona Bening 
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yang diberikan sehingga bisa dikatakan ukuran zona bening semakin tinggi pada 
dosis yang tinggi. Semakin besar dosis ekstrak daun pare yang diberikan maka 
semakin besar zona hambat yang dihasilkan. Hal ini sesuai dengan penelitian 
yang dilakukan oleh Yusriyani dan Parung (2019), bahwa ekstrak daun pare (M. 
charantia) yang diujikan pada bakteri Pseudomonas aeruginosa menunjukkan 
adanya aktivitas antibakteri berupa munculnya zona bening. Data hasil 
pengukuran zona bening dari konsentrasi dosis terkecil (2,5%) hingga terbesar 
(12,5%) menunjukkan adanya peningkatan besaran diameter zona bening dengan 
ukuran 6 mm pada konsentrasi 2,5%, diameter 7,5 mm pada konsentrasi 7,5% dan 
diameter 9 mm pada konsentrasi 12,5%. Besaran diameter zona bening pada 
semua konsentrasi yang diuji menghasilkan grafik peningkatan linier namun jarak 
besaran diameter antar dosis tidak signifikan. 
 Grafik zona hambat yang mengalami kenaikan secara linier seiring dengan 
semakin besarnya dosis perlakuan yang diberikan. Hal ini disebabkan oleh 
semakin besarnya juga kandungan senyawa aktif antibakteri pada ekstrak daun 
pare pada dosis perlakuan yang paling tinggi, sehingga kemampuan ekstrak untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri juga semakin besar. Hal ini sesuai dengan 
pernyataan Purwanto (2015), bahwa kekuatan aktivitas antibakteri sangat 
dipengaruhi oleh besaran konsentrasi atau dosisnya. Artinya semakin tinggi 
konsentrasi atau dosis daripada ekstrak yang diberikan maka semakin besar pula 
diameter zona hambatnya. Zona hambat dapat dilihat disekitar kertas cakram pada 
media agar cawan petri. 
Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan adanya aktivitas antibakteri 
yang bersifat bakteriostatik pada ekstrak daun pare terhadap bakteri V. harveyi. 
Hal tersebut didasarkan oleh inkubasi pengamatan dari inkubasi 24 jam ke 48 jam 
yang menunjukkan bahwa diameter zona hambat mengalami penyusutan. Hasil 
pengamatan 48 jam disajikan pada Lampiran 8. Penyusutan ukuran diameter zona 
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bening menunjukkan bahwa ekstrak daun pare hanya dapat menghambat dan 
tidak dapat membunuh bakteri V. harveyi, begitu juga dengan kontrol positif 
kloramfenikol yang mengalami penyusutan diameter zona bening. Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Kurniaji, Idris, dan Muliani (2020), hasil 
pengujian antibakteri secara kuantitatif menunjukkan bahwa ekstrak mangrove (S. 
alba) mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan kepadatan hingga 10⁸ 
CFU/mL. Kemampuan ekstrak menghambat pertumbuhan bakteri V. harveyi 
terdapat pada konsentrasi dibawah 4000 ppm yang merupakan konsentrasi 
ekstrak yang mampu menurunkan jumlah koloni bakteri atau bersifat bakteriostatik 
selama 24 jam. 
4.3 Mekanisme Antibakteri 
Berdasarkan hasil uji fitokimia yang dilakukan di UPT. Laboratorium Herbal 
Materia Medika, esktrak kental daun pare memiliki beberapa senyawa aktif. 
Senyawa aktif tersebut antara lain Alkaloid, Saponin, flavonoid, dan tanin. Hal ini 
disajikan pada Lampiran 5. Mekanisme kerja senyawa-senyawa tersebut menurut 
Ngajow, Jemmy, dan Vanda (2013) adalah sebagai berikut, tanin sebagai 
antibakteri bekerja dengan menginaktifkan adhesin sel mikroba juga 
menginaktifkan enzim, dan mengganggu transport protein pada pada lapisan 
dalam sel, tanin juga mempunyai target pada polipeptida dinding sel sehingga 
pembentukan dinding sel menjadi kurang sempurna dan menyebabkan sel bakteri 
menjadi lisis karena tekanan osmotik maupun fisik. Sedangkan flavonoid 
menyebabkan terbentuknya senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan 
terlarut, hal ini yang menyebabkan rusaknya membrane sel bakteri dan diikuti 
dengan keluarnya senyawa intraseluler, selain itu flavonoid juga berperan dalam 
terhambatnya metabolisme energi yang caranya mirip dengan proses 
terhambatnya sistem respirasi, disebabkan karena dibutuhkan energi yang cukup 
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untuk penyerapan aktif beberapa metabolit, serta untuk biosintesis makromolekul. 
Sedangkan untuk saponin bekerja dengan membuat tegangan permukaan 
menjadi rendah sehingga mengakibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran 
sel, hal ini mengakibatkan senyawa intraseluler keluar, lalu berdifusi melalui 
dinding sel dan membran luar yang rentan, lalu mengikat membran sitoplasma 
sehingga mengganggu kestabilan sitoplasma. Hal ini menyebabkan sitoplasma 
bocor keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel.  
Senyawa antibakteri adalah sesuatu yang utama dalam proses 
terhambatnya pertumbuhan bakteri V. harveyi. Berdasarkan hasil uji fitokimia yang 
dilakukan hanya diketahui data kualitatif sehingga untuk data kuantitatif perlu 
menggunakan data sekunder untuk mengetahui jumlah tertinggi dari kandungan 
bahan aktif. Ayeni, Oyeyemi, Kayode, dan Peter (2015), menyatakan bahwa 
ekstrak etanol daun pare memiliki kandungan metabolit sekunder yaitu flavonoid, 
saponin, tanin, dan alkaloid. Alkaloid merupakan kandungan tertinggi pada ekstrak 
etanol daun pare dengan persentase mencapai 13,6%. Hal ini dapat dikatakan 
bahwa yang paling berperan penting dalam antibakteri adalah senyawa alkaloid 
daripada senyawa aktif lain. Diketahui senyawa alkaloid bersifat antiinflamasi dan 
analgesik, sehingga cukup berguna dalam pengobatan bakteri yang menyebabkan 
peradangan. Senyawa alkaloid dapat mencegah kematian sel tubuh yang 
disebabkan oleh bakteri yang menginfeksi. 
Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri bekerja dengan cara mengganggu 
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri V. harveyi. Alkaloid 
menggunakan perbedaan gugus hidroksil dan sifat polaritas lipid yang ada 
sehingga menyebabkan kerusakan membran plasma, sehingga menyebabkan sel 
bakteri V. harveyi mati. Senyawa yang ada pada kandungan ekstrak daun pare 
sehingga mampu menghambat bakteri V. harveyi. Sehingga lapisan dinding sel 
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut. Mekanisme 
41 
 
lain antibakteri alkaloid yaitu komponen alkaloid diketahui sebagai interkelator 
DNA dan menghambat enzim topoisomerase sel bakteri. Hal yang sama 
dikemukakan oleh Ernawati dan Kumala sari (2011), bahwa proses terhambatnya 
pertumbuhan bakteri oleh bahan antibakteri berberine dan alkaloid bekerja dengan 
cara menghambat enzim yang terdapat dalam proses replikasi DNA. 
Terhambatnya replikasi DNA menyebabkan bakteri tidak dapat membelah diri, hal 
ini menyebabkan pertumbuhan bakteri terhambat. Senyawa alkaloid yang 
terkandung dalam ekstrak bekerja dengan mengganggu pembentukan jembatan 
silang komponen yang menyusun peptidoglikan dalam sel bakteri, hal ini 
menyebabkan kematian sel tertentu karena lapisan dinding sel yang tidak 
terbentuk sempurna. 
4.4 Parameter Penunjang 
Parameter penunjang adalah parameter yang bersifat menunjang atau 
menyokong dalam penelitian selain daripada parameter utama. Parameter 
penunjang yang digunakan dalam penelitian ini adalah suhu inkubasi. Suhu 
inkubasi merupakan besaran suhu dalam alat inkubator yang digunakan untuk 
menginkubasi bakteri V. harveyi. Besaran suhu inkubasi yang digunakan pada 
penelitian kali ini yaitu 31-32 ⁰C. Suhu tersebut merupakan suhu optimal bagi 
kebanyakan bakteri secara umum. Hal ini disesuaikan dengan yang dikemukakan 
oleh Prajitno (2007), bahwa suhu yang optimum untuk pertumbuhan bakteri V. 
harveyi berkisar antara 30-35 ⁰C. Sedangkan pada suhu kurang dari 4 ⁰C dan lebih 
dari 45 ⁰C bakteri tersebut tidak dapat tumbuh, serta pada suhu 55 ⁰C bakteri V. 
harveyi dapat mengalami kematian. Begitu juga dengan penelitian yang dilakukan 
oleh Septiani, Anggoro dan Prayitno (2012), menggunakan media TCBS yang 
sudah dikultur V. harveyi, lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 33 ⁰C dan 
diamati koloninya.  Penelitian yang dilakukan oleh Arifin, Marthapratma, Sanoesi 
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dan Prajitno (2015), juga menggunakan suhu inkubasi 35 ⁰C untuk menginkubasi 




BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1 Kesimpulan  
 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik sebuah 
kesimpulan bahwa terdapat aktivitas antibakteri pada ekstrak daun pare terhadap 
bakteri V. harveyi secara in vitro. Aktivitas antibakteri ekstrak daun pare tertinggi 
ditunjukkan oleh perlakuan E dengan dosis 250 ppm yang menghasilkan rerata 
zona bening sebesar 9,73 ± 0,70 mm. Aktivitas antibakteri terendah ekstrak daun 
pare ditunjukkan oleh perlakuan A dengan dosis 50 ppm yang menghasilkan rerata 
zona bening sebesar 6,99 ± 0,37 mm. Ekstrak kasar daun pare bersifat 
bakteriostatik terhadap pertumbuhan bakteri V. harveyi. Berdasarkan hasil uji 
fitokimia ekstrak kasar daun pare positif memiliki kandungan senyawa alkaloid, 
flavonoid, saponin dan tanin serta menunjukkan klasifikasi respon hambatan 
seluruh dosis ekstrak kasar daun pare tergolong kategori sedang. 
5.2 Saran  
 Berdasarkan hasil penelitian in vitro yang dilakukan disarankan untuk 
menggunakan ekstrak daun pare dalam pengobatan alternatif untuk menghambat 
pertumbuhan bakteri V. harveyi dengan dosis 250 ppm. Selanjutnya perlu 
dilakukan penelitian lebih lanjut terutama secara in vivo untuk membuktikan 
keefektifan ekstrak daun pare sebagai pengobatan alternatif pada ikan yang 
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Lampiran 3. Perhitungan Dosis Uji Ekstrak daun pare (M. charantia) 
Pelarut yang digunakan dalam pembuatan ekstrak kental dosis uji yaitu 
DMSO 10%, adapun perhitungan dosis yang digunakan adalah sebagai berikut: 
a. Dosis 1000 ppm 
Pembuatan dosis 1000 ppm merupakan dosis stok ekstrak kental daun 
pare yang digunakan dalam pembuatan dosis 50-250 ppm. 
 Kebutuhan ekstrak untuk 1000 ppm = 
1000 mg
1000 ml
 x 10 ml 
      = 10 mg ekstrak 
DMSO   = 
10
100
 x 10 ml 
= 1 ml 
Aquades steril  = 10 ml – 1 ml 
    = 9 ml 
b. Dosis 50 ppm 
V1 x N1 = V2 x N2 
2 ml x 50 ppm = V2  x 1000 ppm 
V2 = 0,1 ml ekstrak 
Aquades  = 2 ml – 0,1 ml 
   = 1,9 ml 
c.   Dosis 100 ppm 
V1 x N1 = V2 x N2 
2 ml x 100 ppm = V2  x 1000 ppm 
V2 = 0,2 ml ekstrak 
Aquades  = 2 ml – 0,2 ml 
   = 1,8 ml 
c. Dosis 150 ppm 
V1 x N1 = V2 x N2 
2 ml x 150 ppm = V2  x 1000 ppm 
V2 = 0,3 ml ekstrak 
Aquades  = 2 ml – 0,3 ml 








Lampiran 3. Perhitungan Dosis Uji Ekstrak daun pare (M. charantia) (Lanjutan) 
d. Dosis 200 ppm 
V1 x N1 = V2 x N2 
2 ml x 200 ppm = V2  x 1000 ppm 
V2 = 0,4 ml ekstrak 
Aquades  = 2 ml – 0,4 ml 
  = 1,6 ml 
e. Dosis 250 ppm 
V1 x N1 = V2 x N2 
2 ml x 250 ppm = V2  x 1000 ppm 
V2 = 0,5 ml ekstrak 
Aquades  = 2 ml – 0,5 ml 
  = 1,5 ml 
f. Dosis Kontrol Positif Chlorampenichol 30 ppm 




= 0,03 mg 
 
Chlorampenichol dengan dosis 30 ppm  dilarutkan dalam 100 ml  



























Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan Penelitian 
a) Pembuatan Ekstrak Daun Pare (M. charantia) 
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pare segar dan 
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Serbuk daun pare 
ditimbang 
 
Serbuk daun pare 
ditimbang 
 
Serbuk daun pare 
ditimbang 
 
Serbuk daun pare 
ditimbang 
 
Serbuk daun pare 
ditimbang 
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Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan Penelitian (Lanjutan) 
b) Proses Peremajaan Bakteri 
     
 
  
     
 
 
          
 























































































































































































































































TCBS da am tabung 
reaksi dimiringkan 
dan ditunggu hingga 
hingga memadat 
 
TCBS dalam tabung 
reaksi dimiringkan 
dan ditunggu hingga 
hingga memadat 
 

















Bakteri V. harveyi  
digoreskan pada 
TCBS miring padat, 
ditutup aluminium foil 
& plastic wrap 
 
 
Bakteri V. harveyi  
digoreskan pada 
TCBS miring padat, 
ditutup aluminium foil 
& plastic wrap 












































Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan Penelitian (Lanjutan) 


































































































































































Diambil 1 jarum 
ose bakteri dari 





Diambil 1 jarum 
ose bakteri dari 





Diambil 1 jarum 
ose bakteri dari 





Diambil 1 jarum 
































































Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan Penelitian (Lanjutan) 
d) Pembuatan Stok Ekstrak dan Dosis Penelitian 
 





















ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
ekstrak 10 mg 
 
Penimbangan 
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asin -m sing 
















Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan Penelitian (Lanjutan) 



















Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 
media TCBS cakram 
 
Penimbangan NaCl & 

























































































































































Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan Penelitian (Lanjutan) 




















Bakteri V. harveyi 
diencerkan dari 





Bakteri V. harveyi 
diencerkan dari 





Bakteri V. harveyi 
diencerkan dari 





Bakteri V. harveyi 
diencerkan dari 





Bakteri V. harveyi 
diencerkan dari 





Bakteri V. harveyi 
diencerkan dari 










































































































bakteri ke cawan 
petri sebanyak 100 





bakteri ke cawan 
petri sebanyak 100 





bakteri ke cawan 
petri sebanyak 100 





bakteri ke cawan 
petri sebanyak 100 





bakteri ke cawan 
petri sebanyak 100 





bakteri ke cawan 
petri sebanyak 100 































































































cawan petri yang 





cawan petri yang 





cawan petri yang 





cawan petri yang 
sudah berisi bakteri 
V. harveyi 
Diinkubasi sel ma 
24 jam dan 48 jam 
 
Diinkubasi selama 
24 jam dan 48 j m 
 
Diinkubasi selama 
24 jam da  48 jam 
 
Diinkubasi selama 
24 jam dan 48 jam 
 
Diinkubasi selama 
24 jam dan 48 jam 
 
Diinkub si selama 
24 jam dan 48 jam 
 
Diinkubasi selama 
24 jam d  48 jam 
 
Diinkubasi sel ma 
24 jam dan 48 jam 
Hasil uji cakram 
diukur menggunakan 
jangka sorong digital 
 
Diinkubasi selama 24 
jam dan 48 jamHasil 
uji cakram diukur 
menggunakan 
jangka sorong digital 
 
Diinkubasi selama 24 
jam dan 48 jam 
 
Diinkubasi selama 24 
jam dan 48 jamHasil 
uji cakram diukur 
menggunakan 
jangka sorong digital 
 
Diinkubasi selama 24 
jam dan 48 jamHasil 
uji cakram diukur 
menggunakan 




















































































Lampiran 7. Hasil Uji Cakram Ekstrak Daun Pare (M. charantia) 
 
a) Pengamatan 24 jam 
   
   
   
   
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
 
Dosis 50 ppm (A1) 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
 
Dosis 50 ppm (A2) 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
 
Dosis 50 ppm (A3) 
Dosis 100 p  ( 1) 
Dosis 100 p  ( 1) 
Dosis 100 p  ( 1) 
 
Dosis 100 ppm (A1) 
 
Dosis 100 ppm (A1) 
 
Dosis 100 ppm (A1) 
 
Dosis 100 ppm (A1) 
 
Dosis 100 ppm (A1) 
Dosis 100 pp  (A2) 
Dosis 100 pp  (A2) 
Dosis 100 pp  (A2) 
 
Dosis 100 ppm (A2) 
 
Dosis 100 ppm (A2) 
 
Dosis 100 ppm (A2) 
 
Dosis 100 ppm (A2) 
 
Dosis 100 ppm (A2) 
1 0 pm (A3) 
 
1 0 pm (A3) 
 
1 0 pm (A3) 
 
Dosis 100 ppm (A3) 
 
Dosis 100 ppm (A3) 
 
Dosis 100 ppm (A3) 
 
Dosis 100 ppm (A3) 
 
Dosis 100 ppm (A3) 
i  5   ( ) 
 
i  5   ( ) 
 
i  5   ( ) 
 
Dosis 150 ppm (A1) 
 
Dosis 150 ppm (A1) 
 
Dosis 150 ppm (A1) 
 
Dosis 150 ppm (A1) 
 
Dosis 150 ppm (A1) 
sis 5   ( ) 
 
sis 5   ( ) 
 
sis 5   ( ) 
 
Dosis 150 ppm (A2) 
 
Dosis 150 ppm (A2) 
 
Dosis 150 ppm (A2) 
 
Dosis 150 ppm (A2) 
 
Dosis 150 ppm (A2) 
i  5   ( ) 
 
i  5   ( ) 
 
i  5   ( ) 
 
Dosis 150 ppm (A3) 
 
Dosis 150 ppm (A3) 
 
Dosis 150 ppm (A3) 
 
Dosis 150 ppm (A3) 
 
Dosis 150 ppm (A3) 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
 
Dosis 200 ppm (A1) 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
 
Dosis 200 ppm (A2) 
Dosis 200 ppm (A3) 
 
Dosis 200 ppm (A3) 
 
Dosis 200 ppm (A3) 
 
Dosis 200 ppm (A3) 
 
Dosis 200 ppm (A3) 
 
Dosis 200 ppm (A3) 
 
Dosis 200 ppm (A3) 
 




b)  Pengamatan 48 jam 
   
 
   
Lampiran 7. Hasil Uji Cakram Ekstrak Daun Pare (M. charantia) (Lanjutan) 
   
   
   
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
 
Dosis 250 ppm (A1) 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
 
Dosis 250 ppm (A2) 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
 
Dosis 250 ppm (A3) 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
 
Kontrol Positif (K+1) 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
 
Kontrol Positif (K+2) 
Kontrol Positif (K+3) 
 
Kontrol Positif (K+3) 
 
Kontrol Positif (K+3) 
 
Kontrol Positif (K+3) 
 
Kontrol Positif (K+3) 
 
Kontrol Positif (K+3) 
 
Kontrol Positif (K+3) 
 







Kontrol Negatif (K-1) 
 
Kontrol Negatif (K-1) 
 
Kontrol Negatif (K-1) 
 
Kontrol Negatif (K-1) 
 
Kontrol Negatif (K-1) 
tr l Negatif (K- ) 
 
tr l Negatif (K- ) 
 
t l Negatif (K- ) 
 
Kontrol Negatif (K-2) 
 
Kontrol Negatif (K-2) 
 
Kontrol Negatif (K-2) 
 
Kontrol Negatif (K-2) 
 
Kontrol Negatif (K-2) 
l Negatif (K- )
l Negatif (K- )
l Negatif (K- )
 
Kontrol Negatif (K-3) 
 
Kontrol Negatif (K-3) 
 
Kontrol Negatif (K-3) 
 
Kontrol Negatif (K-3) 
 
Kontrol Negatif (K-3) 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
 
Dosis 150 ppm 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
 
Dosis 100 ppm 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
 
Dosis 50 ppm 
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Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
 
Dosis 250 ppm 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
 
Dosis 200 ppm 
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Lampiran 8. Analisis Data Pengaruh Daya Hambat Antibakteri 




Rerata ± STDEV 
(mm) 1 2 3 
K- 6 6 6 18 6,00 ± 0 
A (50 ppm) 6,22 6,12 6,77 19,11 6,37 ± 0,35 
B (100 ppm) 7,10 7,19 6,44 20,73 6,91 ± 0,41 
C (150 ppm) 8,11 7,21 7,38 22,70 7,57 ± 0,48 
D (200 ppm) 8,23 7,90 8,32 24,45 8,15 ± 0,22 
E (250 ppm) 9,21 8,77 8,64 26,62 8,87 ± 0,30 
 131,61  
 




Rerata ± STDEV 
(mm) 1 2 3 
K- 6 6 6 18 6,00 ± 0 
A (50 ppm) 6,92 6,66 7,39 20,965 6,99 ± 0,37 
B (100 ppm) 7,98 7,65 6,47 22,095 7,37 ± 0,79 
C (150 ppm) 8,39 7,83 7,38 23,59 7,86 ± 0,51 
D (200 ppm) 8,60 8,20 8,73 25,53 8,51 ± 0,28 
E (250 ppm) 10,42 9,75 9,02 29,18 9,73 ± 0,70 














    = 1078,96 
- Jumlah Kuadrat (JK total)  = ∑xij2 – FK 
= (K-12 + K-22 + K-32 + … + E32) - FK 
    = (6 + 6 + 7 + … + 9,02) - 981,88 
    = 28,04 
- JK Perlakuan   = 
∑(∑ xi)2
r




 - FK 
    = 
20,972+22,102+23,592+25,532+29,182
3
 - 981,88 
    = 24,86 
- JK Acak    = JK Total - JK Perlakuan 
= 28,04 – 24,86 
= 3,17 
 
Faktor Koreksi (FK) 1078,96 
JK Total 28,04 
JK Perlakuan 24,86 
JK Acak 3,17 
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Lampiran 8. Analisis Data Pengaruh Daya Hambat Antibakteri (Lanjutan) 
 
3. Data Perhitungan Analisis Sidik Ragam 
- Db Total    = (n x r) - 1 
= (6 x 3) – 1 
= 17 
- Db Perlakuan   = n-1 
= 6-1 
= 5 
- Db Galat    = Db Total – Db Perlakuan 





db JK KT F.Hit F 5% Keterangan 
Perlakuan 5 24,86 4,97 18,8* 3,11 Berbeda Nyata 
Acak 12 3,17 0,26     
Total 17         
 
Keterangan : *) Berbeda nyata  
Hasil analisis sidik ragam menunjukan nilai bahwa F hitung sebesar 10,983 
lebih besar dari nilai F tabel 5% sebesar 3,48 maupun F tabel 1% sebesar 5,99. 
Sehingga dapat di tarik kesimpulan bahwa H0 ditolak, hal ini menunjukan bahwa 
perbedaan perlakuan dosis berpengaruh sangat nyata. Setelah diketahui bahwa 
H0 ditolak, selanjutnya dilakukan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT). 
4. Data Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 
- SED  =  √









   = 0,42 
- BNT 5% = T tabel 5% (db acak) x SED 





Lampiran 8. Analisis Data Pengaruh Daya Hambat Antibakteri (Lanjutan) 
 
Tabel ANOVA Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) 
Perlakuan Rerata 
K- A B C D E 
Notasi 
6 6,99 7,37 7,86 8,51 9,73 
K- 6 -      a 
A (50 ppm) 6,99 0,99* -        b 
B (100 ppm) 7,37 1,37* 0,38ns  -     b 
C (150 ppm) 7,86 1,86* 0,88ns 0,50ns -    b 
D (200 ppm) 8,51 2,51* 1,52* 1,15* 0,65ns -  bc 
E (250 ppm) 9,73 3,73* 2,74* 2,36* 1,86* -  c 
Keterangan:  
ns) Tidak Berbeda Nyata  




Linier Kuadratik Kubik Kuartik 
K- 18 -5 5 -5 1 
A 20,965 -3 -1 7 -3 
B 22,095 -1 -4 4 2 
C 23,59 1 -4 -4 2 
D 25,53 3 -1 -7 -3 
E 29,18 5 5 5 1 
Q= Σ(ci*Ti) 71,09 6,665 17,965 -0,935 
Hasil Kuadrat 70 84 180 28 
Kr= (Σci^2)*r 210 252 540 84 
JK=Q^2/Kr 24,07 0,18 0,60 0,0104 
 
Tabel Sidik Ragam Regresi 
Sumber Keragaman 
Perlakuan 
db JK KT F. Hitung F 5% 
Perlakuan 5 24,24     3,11 
Linier 1 24,07 24,07 91,03 * 
Kuadratik 1 0,18 0,18 0,67 ns 
Kubik 1 0,60 0,60 2,26 ns 
Kuartik 1 0,0104 0,0104 0,039 ns 
Acak 12 3,17 0,26 1 ns 
Total 17 52,26       
 
Keterangan : 
*) Berbeda nyata 
ns) Tidak berbeda nyata 
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Lampiran 8. Analisis Data Pengaruh Daya Hambat Antibakteri (Lanjutan) 
 
R linier = JK regresi linier/ (JK Linier + JK Acak) = 0,88 
R kuadrat = Jk regresi kuadratik/ (JK Kuadratik + JK Acak) = 0,053 
R kubik = JK Reggresi kubik/ (JK Kubik + JK Acak) = 0,0159 
Hasil sidik ragam menunjukan bahwa regresi linier dan kuadratik berbeda 
nyata, berarti regresi yang sesuai untuk kuva respon ini adalah regresi linier, hal 
ini dikarenakan regresi linier memiliki nilai F hitung lebih besar jika dibandingkan 
dengan F hitung pada regresi kuadratik. Berdasarkan hal tersebut maka arah laju 
kurva yang digunakan adalah kurva linier. 
 X Y XY X^2 
K-1 0 6 0 0 
K-2 0 6 0 0 
K-3 0 6 0 0 
A1 50 6,92 346 2500 
A2 50 6,66 332,75 2500 
A3 50 7,39 369,5 2500 
B1 100 7,98 798 10000 
B2 100 7,65 764,5 10000 
B3 100 6,47 647 10000 
C1 150 8,39 1257,75 22500 
C2 150 7,83 1174,5 22500 
C3 150 7,38 1106,25 22500 
D1 200 8,60 1720 40000 
D2 200 8,20 1640 40000 
D3 200 8,73 1746 40000 
E1 250 10,42 2603,75 62500 
E2 250 9,75 2436,25 62500 
E3 250 9,02 2255 62500 
Jumlah 2250 139,36 19197,25 412500 





Lampiran 8. Analisis Data Pengaruh Daya Hambat Antibakteri (Lanjutan) 
Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapatkan persamaan linier sebagai 
berikut: 
Y = 6,05 + 0,0135x 
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